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Au début d’une série de recherches sur le titrage des sérums 
antigangréneux nous avons constaté que la variabilité de 
constitution de la toxine perfringens rend extrémement com- 
plexe le probléme de |’évaluation du titre antitoxique des 
immunsérums correspondants. En utilisant comparativement 
différentes préparations de cette toxine pour titrer un méme 
sérum anti-perfringens nous avons, en effet, maintes fois enre- 
gistré des résultats discordants : nous avons signalé des écarts 


* Synonyme : Clostridium histolyticum. 
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de 5 4 80 p. 160 et méme des divergences plus considérables 
encore entre les valeurs antitoxiques attribuées 4 ce sérum au 
cours des divers dosages. Toutes les déterminations ont cepen- 
dant été réalisées avec des échantillons de toxine élaborée par 
la méme souche de B. perfringens type A**; aprés discussion 
des résultats nous avons pensé que ces échantillons doivent 
contenir & des taux trés inégaux les divers antigénes caracté- 
ristiques de l’exotoxine du B. perfringens A (A). 


Nous avons désigné par El, E2, E8, E4, etc. les échantillons 
successifs de toxine perfringens que nous avons préparés par le méme 
procédé. Avec beaucoup d’entre eux, nous avons titré de nombreux 
sérums anti-perfringens ; voici quelques-uns des résultats que nous 
avons notés : 

Le sérum 103 (saignée du 20 mars 1936) contient 275 unités d’aprés 
les titrages effectués avec une « dose-test frangaise » des échantillons E 1 
ou E4; 350 unités lorsque le titrage est pratiqué avec les échan- 
tillons E11, E13; 450 4 500 unités vis-a-vis de la toxine E14 (2). Le 
sérum 135 titre 575, 550, 350 A 400, 200 ou 75 unités internationales 
suivant que les dosages sont faits avec les échantillons E13, E15, E 22, 
E18 ou E 25.. Le sérum 376 titre 225 A 250, 325, 200 ou 50 4 75 unités 


** Synonymes : Clostridium welchii ; Welchia perfringens. ; 

(1) Wernsere (M.) et GurtAumie (Maylis). Revue d’Immunol., 2, 1936, 
p. 518; C. R. Soc. de Biol., 123, 14 novembre 1936, p. 661 ; ibid., 
426, 1937, p. 656; C. R. Acad. des Sciences, 204, 1937, p. 1012 ; Bull- 
trimest. de ’ Organ. d’Hyg. de la Soc. des Nations, 7, 1938, p. 883 ; Revue 
d’Immunol., 5, 1939, p. 5-— Gumtaumis (Maylis). Ces Annales, 66, 1941, 
p. 204. 

Les résultats tout a fait concordants des titrages effectués par Prigge, 
avec 2 toxines peu hémolytiques préparées en Allemagne, ont différé 
de ceux obtenus simultanément avec une toxine plus hémolytique pro- 
venant d’Angleterre ; 4 sérums inégalement antitoxiques ont été titrés 
par l’auteur avec ces différentes toxines. Les chiffres qu’il indique 
montrent que, suivant le sérum examiné, le titre trouvé avec l’une 
ou l’autre des toxines allemandes différe de 5, 18 ou 21 p. 100 de celui 
qui est précisé avec la toxine anglaise. (Zeitsch. f. Imm. and exper. 
Ther., 89, 31 décembre 1936, p. 477.) 

H. W. Glotova n’a pas observé de résultats diversonle en titrant les 
sérums anti-perfringens (Ces Annales, 59, 1937, p. 526), mais Ipsen, 
aprés avoir relevé, en 1939, avec Llewllyn-Smith et Sordelli, des 


différences de 78 p. 100 au cours du titrage de 3 sérums anti-perfringens 


avec 3 échantillons de toxine, a ultérieurement enregistré des discor- 
dances plus accentuées en utilisant d’autres échantillons de toxine 
perfringens (Bull. organ. Hyg. Soc. des Nations, 8, 1939, p. 899.) 

(2) Revue d’Immunol., 5, 1939, p. 23°; dans ce tableau, rectifier le 
dernier résultat de la troisitme colonne : lire 550 au lieu de 350 (titre 
antitoxique du sérum 103, vis-a-vis d’une « dose- test anglaise » de la 
loxine E 14). 
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internationales d’aprés les titrages réalisés respectivement avec les 
toxines E8, E9, E10 ou E It (titrages sur souris de 7, a 20 grammes, 
injections intraveineuses). 


Par contre, en titrant 4 sérums anti-vibrion septique avec 
une « dose-test » de 7 échantillons de toxine homologue, nous 
avons souvent obtenu pour un méme sérum des titres égaux 
ou voisins. Les résultats discordants que nous avons notés ont 
différé parfois de 15 4 28 p. 100 mais de 10 p. 100 au maxi- 
mum dans la majorité des cas (8). 

Nous avons également examiné la question du titrage des 
sérums anti-histolytique ; dans ce mémoire nous rapportons 
les résultats de ces recherches ainsi que le titre de la toxine 
histolytique préparée dans divers bouillons ; nous étudions 
aussi les propriétés hémolytiques et antigénes de cette toxine 
et indiquons en outre les valeurs de la « dose-test » de diffé- 
rents échantillons titrés comparativement avec deux sérums 
étalons. 


PREPARATION ET TITRAGE 
DE LA TOXINE HISTOLYTIQUE 


Du bouillon Vf (4), préparé avec des muscles et du foie de boeuf ou 
de cheval, est ajusté & pH 7,6, chauffé & 100°, filtré, puis réparti dans 
des flacons de 5 litres en verre pyrex et dans de grands tubes de 
150 cent. cubes: Les flacons et les tubes sont stérilisés & la température 
de 110° pendant vingt-cinq 4 trente minutes (5). Aprés stérilisation, 
les tubes sont ensemencés et mis dans une étuve a 37°. Le lendemain, 
le flacons sont portés a la température de 100° pendant vingt-cing 
minutes, puis rapidement amenés 4 la température de 37° dans un 
bain-marie ; chaque flacon contenant 4 litres de bouillon est ensemencé 
avec 30 cent, cubes environ de la culture de B. histolytique effectuée 
dans les tubes de 150 cent. cubes. Aprés avoir maintenu les flacons 


x 


ensemencés pendant vingt a vingt-deux heures 4 387° nous centri- 


-fugeons les cultures et nous déterminons la toxicité du liquide de 


centrifugation en appliquant le protocole que nous avons suivi (6) pour 
titrer une toxine vibrion septique : la toxine convenablement diluée 


(3) Gumiaumim (Maylis). Ces Annales, 67, 1941, p. 112-153. 

(4) Nous avons donné le mode de préparation de ce bouillon dans un 
travail anlérieur. Ces Annales, 66, 1941, p. 373. 

(5) Le pH du bouillon aprés stérilisation varie entre 7,5 et 7,6. Celui 
des cultures centrifugées vingt-deux heures aprés 1]’ensemencement 
oscille entre 7,1 et 7,6. : 

(6) Ces Annales, 67, 1941, -?p: 120. 
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est injectée par voie veineuse & des souris de 17 4 20 grammes ; les 
dilutions sont effectuées avec de l’eau physiologique et le volume injecté 
A chaque souris est de 0 c. c, 5; les animaux sont observés pendant 


trois jours. 


A. — Toxine liquide. 


4° TirRE DE LA TOXINE HISTOLYTIQUE PREPAREE DANS DU BOUILLON 
VF DE BOEUF. 


a) BourtLon Vr orpinatrE. — Au cours de toutes nos recher- 
ches les bouillons ont été ensemencés avec la méme souche de 
B. histolytique : la souche Letivi ; mais tandis que dans nos 
premiers essais elle était soumise & deux passages sur cobayes 
avant de l’utiliser pour préparer un nouvel échantillon de 
toxine histolytique, depuis plus de deux ans (avril 1939) elle 
n’a subi aucun passage in vivo : conservée a 2°, en tubes scel- 
lés sous le vide, dans du bouillon Vf contenant un petit cube 
d’ovalbumine, elle ne perd pas ses propriétés toxinogénes ; 
elle nous permet en effet d’obtenir, 4 partir des bouillons Vf 
de boeuf additionnés ou non de 5 grammes par litre de glucose, 


des toxines dont le titre est au moins égal, sinon supérieur, 


a celui des toxines que nous préparions avant, avec la souche 
qui venait de subir 2 passages sur cobayes. 

Le titre des 37 préparations que nous avons effectuées de mai 
1939 & juin 1940 a été le suivant : 2 ont contenu, par centi- 
métre cube, 75 & 100 doses mortelles (D.M.) ; 48 : 100 ou 150 
& 200 D.M. ; 16: 200 ou 200 4 300 D.M. et 4 préparation 
300 D.M. par centimétre cube. 

Alors que d’aprés les expériences de Stewart (7), il apparatt 


plus de toxine histolytique dans les bouillons glucosés & 


2 p. 100 que dans les bouillons sans glucose, d’aprés Walbum 
et Reymann (8) l’addition de glucose est plutét défavorable a 


(7) Stewart (S. E.). J. of Bact., 34, 1936, p. 70-71. 

D’aprés M. Weinberg et A. Randin (C. R. Soc. Biol., 410, 1932, p. 352), 
il apparait plus de ferment fibrolytique dans les cultures de bacille 
histolytique effectuées dans des bouillons glucosés 4 2 p. 100 que dans 
les bouillons moins glucosés. 

(8) Waxsum (L. E.) et Reymann (G. C). JLMOf Path. a. Bact., 46, 1938, 
p. 315-322. 
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la production de la toxine. Dans nos expériences nous avons 
obtenu sensiblement les mémes quantités de toxine dans les 
bouillons Vf non glucosés que dans les mémes bouillons addi- 
tionnés de 5 p. 41.000 de glucose. 


b) Bourton Vr aDDITIONNE D’UN MELANGE-TAMPON..— Nous 
avons signalé antérieurement que le bouillon Vf additionné, — 
par litre, de 5 ou 8 grammes de phosphate bipotassique et de 
2 grammes de pyruvate de sodium est souvent plus favorable 
& la formation de la toxine perfringens (9) et de la toxine 
vibrion septique (40) que le bouillon Vf ordinaire. Dans le but 
d’améliorer aussi la production de la toxine histolytique dans 
le bouillon Vf de boeuf, nous avons ajouté a ce bouillon, aussi- 
tot aprés l’avoir stérilisé et juste avant ]’ensemencement, soit 
une solution stérile de phosphate bipotassique, soit un mélange 
fraichement préparé de phosphate bipotassique et de pyruvate 
de soude. Pour réaliser ces essais nous avons procédé exacte- 
ment comme dans les expériences similaires sur la préparation 
des toxines per/ringens et vibrion septique. Nous avons cons- 
taté que dans 5 cas sur 9 le mélange-tampona renforcé la toxi- 


“nogenése dans les bouillons Vf employés. 


Dans le tableau I nous comparons, vingt-deux heures aprés 
Vensemencement, la toxicité et le pH de quelques cultures 
effectuées dans du bouillon Vf additionné ou non de phosphate 


de potassium et de pyruvate de sodium. Les déterm mations ont 


été réalisées apres centrifugation des cultures. Dats Vessai du 


27 mars, le titre de la toxine préparée dans le beaillon ordi- 
‘naire a été de 100 D.M. par centimétre cube ; celui se la toxine 


obtenue dans le bouillon additionné de 5 grammes ,-ar litre de 
phosphate bipotassique a été de 180 D.M. par centinietre cube ; 
celui de la toxine élaborée dans le bouillon contenant le mé- 
lange-tampon : phosphate + pyruvate a été de 200 4 300 D.M. 
par centimétre cube. 

Le 4 avril, les toxines préparées dans le bouillon Vf ordi- 


naire et dans le bouillon Vf + phosphate + pyruvate titraient 


respectivement 200 et 300 D.M. par centimétre cube. 


(9) Gumiaumie (Maylis). Ces Annales, 66. 1941, p. 359. 
(10) Gumaumie (Maylis). Ces Annales, 67, 1941, p. 128. 
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Tasteau I. — Titre de la toxine histolytique préparée 
dans du bouillon Vf additionné ou non d’un mélange-tampon. 


BOUILLON Vf Bourton Vf 
ordinaire tamponné 


DATE VOLUME 


de l’expérience ensemencé pl D. he pH D. aie 
& : 
centimétre yawns centimétre 
cube z cube 


apres 
culture 


— ani 


mars 1939 <4. = : 100 | 200-300 
LVL Raa ee iNet. . ) 200 300-350 
juillet19389.. > Ss 4 Vit. 450 Ds | 200 
4 juillet 1939 250 250 
septembre 1939 75-100 230 
septembre 1939 150 f 150 
septembre 1939 150-200 150-200 
octobre 1939... 200 275 
octobre 1939. . . 200 
4 janvier 1940... . 200-300 
Ast avEll £040) one san 200-250 
8 mai 1940 200 
4 juin 1940... . 200 


a ee 


_c) Bourton Vr ADDITIONNE DE SANG DESSECHE. — Encouragée — 
par les résultats que nous avons notés au cours de nos expé- 
riences sur la préparation de la toxine perfringens dans les — 
bouillons Vf auxquels~nous avions ajouté 1 ou 1,5 p. 1.000 
de sang desséché (11), nous avons recherché si la toxine his- 
tolytique apparaissait dans de tels bouillons en plus grande 
quantité que dans le bouillon Vf ordinaire. Plusieurs essais 
nous ont montré que l’élaboration de la toxine histolytique 
n’est nullement influencée par le sang desséché. Ainsi, cette 
substance, favorable 4 la production de la toxine perfringens, 
est sans effet sur la genése de la toxine histolytique dans le 
bouillon Vf de boeuf ; nous avons signalé antérieurement 
quelle ne renforcait généralement pas la formation de la 
toxine vibrion septique dans ce bouillon (12). 


(11) Gumuaumm (Maylis). Ges Annales, 66, 1941, p. 331 ct 67, 1941, 
p- 135. ; : di 


(12) Gumtaumiz (Maylis). Ces Annales, 67, 1941, p. 136. 


~TOXINE DU-BACILLUS HISTOLYTICUS 


2° TITRE DE LA TOXINE HISTOLYTIQUE PREPARLE 
DANS DIVERS BOUILLONS. 


3 Nous avons comparé le titre des toxines histolytiques obte-— 
nues en l’absence de glucose dans les divers bouillons que 
nous avons examinés au cours de nos recherches sur 1’obten- 


foie de cheval, digestion pepsique de viande et de foie de che- 
val (bouillons Vi et Wf de cheval). Nous avons en outre pré- 
paré de la toxine histolytique dans une digestion pepsique de 
foie de cheval additionnée, en volume, de 3 p. 100 de digestion 
papainique de sang coagulé de cheval. Ces divers bouillons 
ont été ajustés 4 pH 7,85 avant de les stériliser. Les cultures, 
réalisées a 87°, ont été centrifugées aprés vingt-deux heures 
d’étuve ; la toxine centrifugée a été titrée sur souris de 17 4 
20 grammes par voie veineuse. 
a) DIGESTION PEPSIQUE DE FoIr. — La digestion pepsique de 
foie additionnée de digestion papainique de sang coagulé nous — 
a permis d’obtenir de la toxine histolytique contenant 150 a 
20 doses mortelles par centimétre cube. 


eS b) DIGESTION PEPSIQUE DE VIANDE ET DE FOIE DE CHEVAL. — 
. “Nous avons ensemencé 12 bouillons Vf de cheval préparés a des 
7 a dates. différentes (14). Les toxines que nous avons obtenues a 
partir de ces bouillons ont contenu, par centimétre cube : 
15-1)... (une fois), 100 ou 130 a 200 D.M. (4 fois), 200, 280 ou 
a oe D.M. (7 fois). Leur pH a varié entre 7,2 et 7,6. 

A la concentration de 1,5 p. 4.000 la peptone Defresne a peu 
— influencé la ‘production de la toxine histolytique dans des 
~ bouillons qui permettaient de préparer des toxines contenant 
Se 4130 a 230 doses mortelles par oo cube. La peptone 


Scie) adiere, ps 180A 141. 
~ (4) Wen. a), Kocuotaty (W.) et: STH a. D. oe au cours de leurs 
‘recherches sur les tae ore de a nena ont utilisé des 


tion de la toxine vibrion septique (13) : digestion pepsique de Ee 


+ -aW 2 oO Ft ree 
4 Pie 
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Witte, A la concentration de 10 p. 1.000, n’a pas accru la 
valeur nutritive du bouillon Vf de cheval dans 3 essais sur 4. 
Dans ces 3 cas le titre des toxines en l’absence de peptone a 
été de 1530 & 200, 200 et 250 D.M. par centimetre cube. Dans 
le cas ot la peptone Witte a accentué la toxinogenése, le titre 
de la toxine obtenue dans le bouillon Vi était seulement de 
50 D.M. par centimétre cube et celui de la toxine préparée en 
présence de peptone 150 D.M. Au cours de cette méme expé- 
rience, le titre de la toxine élaborée dans le bouillon additionné 
de 10 p. 1.000 de peptone Defresne a été de 75 4 100 D.M. par 
centimétre cube. 

La quantité de toxine histolytique formée dans le bouillon 
VE a été plus grande que dans les bouillons WI préparés avec 
deux fois plus de viande de cheval que les bouillons Vf (45). 


B. — Toxine histolytique précipitée par le sulfate 
d’ammonium. 


Au cours de nos recherches nous avons non seulement com- 
paré le titre des toxines liquides préparées dans divers bouil- 
lons, mais encore les-quantités de toxine que le sulfate neutre 
d’ammonium pur permet de précipiter et la valeur de la dose 
minima mortelle des toxines précipitées, titrées (16) aprés 
dessiccation et pulvérisation. 

Pour précipiter la toxine histolytique nous avons opéré 
comme dans nos expériences de préparation de la toxine per- 
jringens précipitée (17). Nous la conservons a l’état sec, A 2°, en 
ampoules scellées sous le vide. Dans le tableau II nous indi- 


(15) Par la méthode Sérensen, nous avons constaté que les 
bouillons Wf ont une teneur en azote aminé deux fois plus élevée que 
Jes bouillons Vf. Aprés vingt-deux heures d’étuve a 37°, les cultures 
de B. histolytique sont centrifugées, titrées, puis conservées 2 2°; il 
se forme 4 cette température, dans les toxines préparées A partir des 
bouillons Wf, un abondant précipité contenant de la tyrosine, de 
_la créatinine, du phosphate ammoniaco-magnésien. 

(16) Le titrage est effectué sur souris de 17 4 20 grammes. Le poids 
de toxine qui tue la moitié environ des souris injectées indique la 
valeur de la dose minima mortelle de la toxine. 

(17) Ces Annales, 66, 1941, p. 228. 


Za 


TOXINE DU BACILLUS HISTOLYTICUS 39% 


Tasteau 11. — Dose minima mortelle de 13 échantillons de toxine 
histolytique préparés dans des bouillons Vf non glucosés ou addi- 
tionnés de 5 p. 1.000 de glucose. Poids sec de toxine obtenu par 
litre de bouillon ensemencé. 


SS SS IEE TE TTP SI SE LA A TEBE LPT IDE ESTEE TEAL 


GLUCOSE TOXINE PRECIPITEE 
: par litre 
ECHANTILLONS DE TOXINE a. 
de bouillon Ronde sce D.M. M. 


par litre 
de bouillon 


(grammes) (grammes) (milligramme) 
AOCLODTO A935. kates mera 0 6,125 0,035 
Sadécembre 1981S. ane 0 0,375 0,02 
14 décembre 4931-5. =. 0 0,920 0,025 
AAU T OSS cere es hence ete, 0 4,125 0,015 
Sr WHATSa tO 3OR Gea ore on. 0 1,625 0,045 
AOU TORO aoe! Sel cin s One Neale) 0,02 
20 septembre 1939... . 0 4,250 0,03 
14 janvier 1940-2 a. t 0 4,260 0,018 
sudecembrer 1937, Fhe 5 0,360 0,045 
Ta-decembre A937 sours 5 0,840 0,015 
AeFoctobrertI38 tia. ce 5 6,875 0,04 
£8 novembre: 193807... 6. 5 4,950 0,03 
146 novemhre 1938. . ..... 5 0,675 0,03 


quons la date de préparation de quelques échantillons de 
toxine histolytique obtenus dans des bouillons Vf de bceul, 
ainsi que le poids sec de la toxine précipitée par litre de bouil- 
lon glucosé ou non et la valeur de la dose minima mortelle de 
chacun de ces échantillons. : 

En faisant la moyenne des résultats que nous avons obte- 
nus au cours des 9 expériences réalisées avec des bouillons 
non glucosés et au cours de 5 autres faites avec des bouillons 
elucosés 4 8 p. 1.000, nous avons constaté que le poids 
moyen de toxine obtenu par litre de bouillon non glucosé 
est de 2 gr. 300 et qu'il est de 2 gr. 140 par litre de bouillon 
glucosé 4 3 p. 41.000. 

La valeur moyenne de la dose minima mortelle des 415 
échantillons de toxine histolytique que nous avons préparés 
a été de 0 milligr. 03 (chiffres extrémes : 0,018 et 0,045). 

Le pourcentage de toxine précipitée par le sulfate d’am- 
monium a varié entre 36,8 et 90 p. 100. Dans les expériences 
des 2 octobre 1935, 14 décembre 1937, 4 avril 1939, 20 sep- 


ad say 
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tembre 1939, 24 décembre 1939, le précipité a, en effet, res- 
pectivement contenu 90, 36,8, 56,5, 70 et 40 p. 400 de la 
toxine présente dans le liquide additionné de sulfate. 


a) Dose MINIMA HEMOLYTIQUE DE LA TOXINE HISTOLYTIQUE. 


D’aprés Weinberg et Seguin (18), Hall et Peterson (19), le B. histo- 
lytique n’élabore pas d’hémotoxine. D’aprés Mita (20), par contre, la 
toxine histolytique liquide hémolyse les hématies d’homme, de cheval, 
de boeuf, de chien, de lapin et de cobaye. Celarek et Stetkiewicz (21) ont 
également observé l’effet hémolytique de cette toxine sur les globules 
de lapin. 


D’aprés nos essais, la toxine histolytique a la propriété 
de lyser les hématies de mouton. En recherchant l’activité 
hémolytique d’une série de préparations contenant, d’aprés 
les titrages sur souris, 200 et 300 doses mortelles de toxine 
par centimétre cube, nous avons constaté qu’elles hémoly- 


saient, A 38°, 0c. c. 1 d’une suspension de globules a 5 p. 100. 


aux doses dle 0,004 4a Oc. c. 002 (22). Signalons aussi que 
Vhémolysine de la toxine histolytique liquide est détruite a 


100° : les échantillons de toxine précédemment titrés n’hémo- | 
lysent plus aux doses de 0,04, 0,4, 0,5 et méme 0 c. c. 8 


aprés un séjour de gunz minutes dans un bain-marie bouil- 
lant. 


(18) Wermsere (M.) et Srecurn’-(P.). C. R. Soc. de Biol., 80, 1917, - 


Peclore 


(19) Hatt et Prererson. Proceed. Soc. Exper. biol. a. Med., 20, 1932, 
p. 502. 


(20) Mirra (Taizo). Japan. Journ. of exper. Med., 12, 1934, p. 285-297. 


(21) Cetanex (J.) et Srerkirewicz (S.) C. R. Soc. de Biol., 122, 1936, 

nao 

(22) Au cours de ces recherches, nous avons utilisé des toxines 
préparées dans du bouillon Vf de cheval. Pour les titrer, c’est-d-dire 
pour déterminer la plus petite quantité de toxine qui hémolyse tota- 
lement les globules employés, nous les avons réparties par quantités 
décroissantes dans des séries de tubes ; dans chacun nous avons ensuite 
ajouté une quantité suffisante d’eau physiologique pour que le volume 
total, aprés addition des hématies, soit égal 4 1 cent. cube ; puis tous 
les tubes sont portés 4 38° ‘pendant quatre heures et Soignetsonent 
examinés au bout de ce temps ; aprés notation des résultats, les tubes 
sont laissés 4 la température aa laboratoire jusqu’au lendemain ; une 
deuxiéme lecture est alors faite pour contréler les résultats notés au 


cours de la premiére. Signalons en outre que tous les essais sont Sails 
en double. 


 TOXINE DU BACILLUS HISTOLYTICUS  —«2399 

Nous avons évalué leffet hémolytique de 9 échantillons 
desséchés de toxine histolytique précipitée (Hi, H2, H4, H3, 
H6, H7, H8, H9, H10) conservés 4 2° et en ampoules scellées 


sous le vide. Les 8 premiers, titrés en mai 1939 et le dernier 
au mois de septembre de la méme année 3), ont hémo- _ 


lysé 0 c. c.4 de globules de mouton a 3 p. 100 respective- 
ment aux doses de 0, 04, 0,04, 0,8 1,5, 0;06, 0,6, 0,07, 
0,05 et O milligr. 25 (tableau Hl). Pour nous renseigner sur 


leur degré de stabilité 4 1’état sec nous avons recherché leur 


titre deux ans plus tard. Nous avons constaté que l’activité 
hémolytique de ces échantillons n’avait pas varié. 

La propriété hémolytique de la toxine histolytique préci- 
pitée disparait & 100° ; en effet, aprés cing minutes de chauf- 
fage a cette température, les solutions a 4 milligramme par 
centimétre cube des toxines H1, H2, H6, H8, H9 n’ont plus 
d'action hémolytique aux doses de 0,1, 0,2, 0,4, 0 milligr. 8. 


Au cours de recherches approfondies sur le pouvoir hémolytique de 
la toxine perfringens, nous avons constaté, avec M. Fabre et G. Charles, 


~ que ta cystéine, ajoutée a 20 échantillons de toxine liquide qui s’étaient 


considérablement atténués au cours du vieillissement, ramenait au 
taux initial l’activité hémolytique de 17 d’entre eux (24) et rétablissait 


- 


(23) Pour effectuer ces déterminations, nous avons adopté le principe 
du titrage que nous avons indiqué dans les expériences analogues sur 
la toxine perfringens (ces Annales, 66, 1941, p. 336). Chaque échantillon 
est dissous dans de l’eau physiologique a raison de 1 milligramme par 
centimétre cube; la solution est maintenue 4 la température du labo- 
ratoire et a l’abri de la lumiére ; le titrage est commencé une heure 
apres avoir préparé ta solution. | 

(24) En voici un exemple : la dose minima hémolytique (D.M.H.) ~ 
d’un échantillon de toxine perfringens préparé le 20 novembre 1940 
est de 0 c. c. 0004 le jour de la préparation (pH de cette toxine 6,8). 
La D.M.H., vingt jours plus tard, est de 0,02 (pH de la toxine atténuée, 
conservée a 2°, en tube stérile bouché au coton : 7,25). Cette toxine 
est alors additionnée a la température du laboratoire, de .1 ip. 1.000 de 
chlorhydrate de cystéine, puis titrée trente minutes plus tard; la 
D.M.H. de la solution devient égale 4 0 c. c. 0004. Le nombre de doses 
hémolytiques, par centimétre cube, passe donc de 50 a 2.500 sous 


 Vinfluence de la cystéine. Par des expériences témoins appropriées nous 


avons vérifié que 1’effet réducteur de la cystéine ‘est seul responsable 
‘du phénoméne de activation de la toxine perfringens liquide atténuée. 
Nous avons établi ensuite que Je glutathion réduit rétablit imtégra- 
lement, et l’acide ascorbique en partie seulement, 1’activité hémolytique 


; “A _de 5° échamtillons atténués ‘susceptibles d’étre totalement réactivés par la 


racy Svelmes: 1 See 
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partiellement celle des 3 autres. Afin de préciser aussi les conditions 
optima de l’activité hémolytique de la toxine perfringens précipitée par 
'e sulfate d’ammonium, nous avons ensuite évalué J’activité de plu- 
sieurs de nos échantillons de toxine dissous 4 la concentration de 
2 p. 1.000 dans divers solvants : dans de l’eau physiologique, dans 
des solutions tamponnées de pll compris entre 6 et 8,4, dams des 
bouillons Vf de pH 7,3 et 7,4 et, enfin, dans les mémes bouillons 
additionnés de 1 p. 1.000 de chlorhydrate de cystéine. Nous exposerons 
en détail, par ailleurs, l'ensemble des résultats que nous avons obtenus. 
De ces recherches, nous ne rapporterons ici que les faits suivants : 

1° En solution dans des mélanges de phosphates monopotassique et 
disodique, de pH 6 ou 6,5, 5 échantillons de toxine sur 6 sont plus 
hémolytiques qu’en solution dans des mélanges-tampons alcalins 
ou dans l’eau physiologique (25). La cystéine 4 la dose de 1 p. 1.000 
n’augmente pas l’activité hémolytique des toxines dissoutes depuis 
trente & soixante minutes, soit dans les mélanges-tampons de pH 7,1 
ou 7,2, soit dans l’eau physiologique. 

2° En solution dans du bouillon Vf (26), un échantillon de toxine 
sur 10 est moins hémolytique qu’en solution dans l’eau physiologique, 
mais les 9 autres sont aussi hémolytiques, sinon plus, que dans l’eau 
physiologique. 

3° La cystéine, ajoutée a 4 des échantillons ci-dessus de toxine perfrin-. 
gens dissous depuis trente & soixante minutes dans des bouillons Vf, 
augmente appréciablement l’activité hémolytique des solutions et leur 
confére Ja valeur optima observée en milieu tamponné (27). [Cette 
observation fournit un moyen commode pour déterminer la valeur 
maxima de l’activité hémolytique de nos échantillons trés:actifs de toxine 
perfringens précipitée : il suffit, en effet, d’ajouter 1 p. 1.000 de cys- 


(25) Le pH des solutions de toxine dans l’eau physiologique varie, 
suivant les échantillons, entre 5,6 et 5,8; les toxines dissoutes dans 
un mélange tampon de pH 6 abaissent le pH a 5,9 ou 5,95. 

(26) Le pH des solutions de toxine dans les bouillons employés a été 
de 6,85. La D.M.H. des échantillons de toxine que nous avons étudiés 
au cours de ces recherches étail, dans l’eau physiologique, comprise 
entre 0 milligr. 002 et 0 milligr. 0004. 

(27) Par exemple, la D.M.H. de la toxine E8 est de 0 milligr. 005 
lorsque la dissolution est effectuée dans de l’eau physiologique ou dans 
du bouillon Vf; eile est de 0 milligr. 0015 lorsque le solvant est soit 
du bouilon Vf additionné de 1 p. 1.000 de cystéine, soit une solution 
tampon de pH 6. La D.M.H. de la toxine E 42 est de.0 milligr. 002 dans 
Yeau physiologique ou dans du _ bouillon Vf; 0 milligr. 0005 ou 
U0 milligr. 0006 dans du bouillon Vf + cystéine ou dans une solution- 
tampon pH 6 ; celle de la toxine E 36 est de 0 milligr. 0009, 0 milligr. 0006 
ou 0 milligr. 0004 suivant que la solution est faite avec de l’eau physio- 
logique, dans du bouillon ou dans du bouillon + cystéine. (Au cours 
de ces titrages, les dilutions sont effectuées avec de l’eau physiologique 
lorsque les toxines sont dissoutes dans de l’eau physiologique ou dans 
du bouillon ; dans les autre cas, avec la solution des phosphates qui 
a servi a dissoudre la toxine.) 


2 


TOXINE DU BACILLUS HISTOLYTICUS — 401 


téine a la toxine dissoule dans du bouillon Vf (28) et d’évaluer trente 
a soixante minutes plus tard l’activité hémolytique de la solution. Ce 
procédé est plus rapide que celui qui consiste 4 rechercher les condi- 
tions optima de l’activité de la toxine dissoute a différents pH dans des 
solutions-tampons de phosphates. | 


Nous nous sommes demandé si les diverses observations 
que nous avons notées en évaluant l’activité hémolytique de 
la toxine perfringens étaient transposables a la toxine histo- 


lytique précipitée. Dans une premiére série d’essais nous avons. 


recherché si la toxine histolytique dissoute dans du bouillon 
Vf additionné de cystéine était plus hémolytique qu’en solu- 
tion dans l’eau physiologique. Nous avons examiné 5 échan- 
tillons & ce point de vue : H1, H2, H6, H8, H9. De chaque 
échantillon nous avons préparé simultanément deux solu- 
tions contenant 1 milligramme de toxine par centimétre cube, 
l'une dans de l’eau physiologique, l’autre dans du bouillon 
Vi ; trente minutes plus tard nous avons ajouté 4 une partie 
de chaque solution conservée & la température du _ labora- 
toire, 1 p. 41.000 de chlorhydrate de cystéine (c’est-a-dire 
1 milligramme par centimétre cube) et au bout de trente 
minutes nous avons déterminé l’activité hémolytique des 


différentes solutions (29). Nous avons constaté que la cystéine 


ne modifie par l’effet hémolytique des échantillons de toxine 
histolytique dissous dans l’eau physiologique mais qu’elle 
confére aux 5. échantillons mis en solution dans du bouillon 


‘\ 


Vf une activité hémolytique supérieure & celle qu’ils mani- 


festent dans l’eau physiologique. Voici en effet les valeurs: 


| 4 respectives de la dose minima hémolytique des toxines H1, 


we 


_ H2, H6, H& et H9 mises en solution : dans de l’eau physio- 


logique (80), 0,04, 0,04, 0,06, 0,07, 0 milligr. 05 ; dans du 
bouillon + cystéine (34), 0,02, 0,01, 0,03, 0,02, 0 milligr. 02. 

Ces chiffres indiquent qu’il faut, par exemple, 0 milligr. 07 
de la toxine H8 en solution dans l’eau physiologique pour 


(28) En titrant 3 toxines dissoutes comparativement dans 3 bouillons Vf 
préparés A des dates différentes, nous avons obtenu les mémes résultats. 

(29) Au cours de ces titrages, toutes les dilutions sont effectuées avec 
de l’eau physiologique. 

(30) Le pH des. solutions obtenues a varié entre 6,6 et 6,8. 

(31) Le pH des solutions a été de 6,8 et 6,85. 


vie UL 
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hémolyser 0 c. c. 4 de globules de mouton & 5 p. 400 eb qu "W 
sulfit de 0 milligr. 02 de la méme toxine, en solution dans du 
bouillon Vf + cystéine, pour déterminer la méme hémolyse. 
L’ensemble des résultats obtenus dans les mémes conditions 
montre que, dans l’eau physiologique, la dose minima hémo- 
lytique des échantillons mentionnés étamt comprise entre 
0,07 et 0 milligr. 04, ils paraissent contenir 14 @ 25 doses hé- 
molytiques par milligramme ; en présence de cystéime et de 


bouillon Vf leurs doses minima hémolytiques varient de 0,03 ~ 


a 0 milligr. 04 ; ils contiennent donc 33 a 100 doses hémoly- 
tiques par milligramme. De ces données, il ressort incontes- 
tablement que les échantillons de toxime histolytique exa- 
minés sont plus hémolytiques dans le bouillon Vf additionné 
de cystéine que dans l'eau physiologique. 

Dans une autre série d’essais analogues nous avons dissous 
les toxines dans un bouillon Vf plus alcalin que celui de 
Vexpérience précédente (82). En l’absence de eystéine les 
échantillons de toxine ci-dessus ont été moins hémolytiques 
dans ce bouillon que dans l’eau physiologitue. Les toxines 
H2, H6, H9, par exemple, n’ont hémolysé 0 ¢. c. 4 de glo- 
bules 4 1 p. 20 qu’aux doses respectives de 0,1, 0;4 et 
0 milligr. 1 (33). Mais en présence de cystéine chacune des 
toxines H1, H2, H6, H8 et H9 a été aussi hémolytique dans 
ce bouillon que dans Je bouillon additionné de cystéime de la 


(32) Suivant les échantillons examinés, le pH de ce bouillon aprés 


addition de 1 p. 1.000 de toxine’ a été de 7,2 ow 7,3 et le pH du méme ~ 


bouillon additionné de 1 p. 1.000 de toxine et de 1 p. 1.000 de cystéine 
a varié entre 7,05 et 7,15. 

(33) Nous avons uttHisé aussi ce bouillon pour dissoudre une toxine 
perfringens dont. l’activité hémolytique est comparable a celle de nos 
échantilloms de toxine histolytique : la toxine P1 préparée A Copenhague. 
Le pH de la solution contenant, par centimétre cube, 1 milligramme de 
cette toxine, est de_7,3. En l’absence de -cystéine, la D.M.H. de la 


toxine P-1, dissoute dans ce bouillon, est de 0 milligr. 2 et en présence — 
de 1 p. 1.000 de cystéine : 0 milligr. 02 (pH de la derniére solution 7,05). — 


Fn solution dans eau physiologique ia D.M.H. de la toxine P1 est 
seulement de 0 milligr. 08. Ces résultats indiquent que !’activité hémo- 


lytique de la toxine P1, de méme que celle de nos échantillons de — 
toxine perfringens ou histolytique, est plus faible dans l’eau physio- 


logique que dans le bouillon Vf additionné de cystéine. (Nous avons 


vérifié que le bouillon Vf + 1 p. 1.000 de chlorhydrate de cystéine 


n’exerce pas d’effet hémolytique sur les globules de mouton.) 
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premiere expérience. Ainsi, dans l’un ou l’autre des bouil- 
lons utilisés comme solvant, la cystéine intensifie l’activité 

_ hémolytique des échantillons de toxine histolytique dont la 
_- dose minima hémolytique dans l’eau physiclogique: varie de 
0,04 4 0 milligr. 07 (34). 

En comparant ensuite l’activité hémolytique de 2 échan- 
F tillons de toxine histolytique dissous dans de l’ean physiolo- 
~ gique et dans une golution- -tampon de pH 7,2 (83), nous avons 
constaté que l’effet hémolytique de ces toxines (H4 et H9) est 
_ plus accentué dans la solution-tampon que dans l’eau phy- 
siologique et qu'il est égal a celui des solutions faites dans 
_ des bouillons Vf additionnés de cystéine. Ils hémolysent, en 
effet, a la dose de 0 milligr. 02 les globules employés. Puis 
~ nous avons observé que la cystéine n’augmente pas l’effet 
_ hémolytique des deux toxines dans la solution-tampon indi- 
~quée. 3 
_ Apres ces premiers résultats nous avons systématiquement 
a recherché a différents pH la valeur de la dose minima hémo- 
2 _-lytique de nos divers échantillons de toxine précipitée, dans. 
~ le but de préciser les conditions optima de l’activité hémo- 
i lytique de la toxine du B. histolytique. Afin d’étudier aussi 
4 la stabilité de cette toxine en solution tamponnée, nous avons 
Za titré les diverses solutions, maintenues a Ja température du 
» laboratoire, trente minutes, une heure et cing heures aprés 
leur préparation. Nous les avons ensuite placées a& 2° et 
= titrées vingt heures plus tard. 


whe) Baas 24 
PEN A 
c c 


x 


Solutions employées. — Nous avons utilisé 6 mélanges-tampons, tels 
- qu’aprés les avoir additionnés de 1 p. 1.000 de toxine histolytique, le 
= (34) Les résultats que nous avons obtenus en déterminant la D.M.H. 
aa des échantillons H4, H7 et H10 dissous comparativement dans de 
lV’eau physiologique et dans du bouillon Vf additionné de cystéine 
montrent que l’activité des toxines extrémement peu hémolytiques dans 
VYeau physiologique n’est pas renforcée par la cystéine en solution dans 
‘du bouillon Vf. Dans les deux cas, la D.M.H. respective de ces échan- ~ 
tillons est de O milligr. 8, 0 milligr. 6, 0 ‘milligr. 25. g 
_ (85) Comme solution-tampon, nous avons utilisé un mélange de 
hosphates disodiqué. et monopotassique ; pour la préparer, nous avons 
ployé, d’aprés les directives de Sérensen, 73 cent. cubes de phosphate 
dique M/15 et complété 4 100 cent. cubes avec une solution de | 
H,K M/1d; apres addition de 1'p. 1.000 de toxine le pH ‘devient 
pe A ie = et aprés addition supplémentaire de cystéine, a 7,05. 


) 
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pH des solutions obtenues était égal a 6, 6,6, 6,85, 7,5, 8 et 8,2. Nous 
les avons préparés en mélangeant en proportions variables des solutions 
de phosphates disodique M/15 et monopotassique M/15. Les solu- 
tions M/15 des deux phosphates ont été faites soit avec de eau 
distillée, soit avec de l’eau physiologique. Comme dans nos expériences 
sur l’hémolysine du B. perfringens, nous avons préparé les mélanges 
alcalins avec les phosphates en solution dans l’cau distillée (nous avons 
vérifié qu’ils n’hémolysaient pas les globules de mouton) ; mais pour 
obtenir des mélanges acides sans effet sur les hématies, nous avons 
di faire usage de phosphate disodique M/15 et de PO,H,K M/15 en 
solution dans l’eau physiologique. 

Pour réaliser les expériences projetées, nous avons procédé ainsi 
chaque échantillon de toxine histolytique & étudier est dissous a la 
température du laboratoire et & la concentration de 1 p. 1.000 dans 
les 6 mélanges-tampons préparés juste avant l’expérience. Au cours du 
titrage, chaque solution est diluée avec le mélange-tampon corres- 
pondant. Par exemple, pour déterminer a pH 6 la dose minima '‘hémo- 
lytique de la toxine H6 nous dissolvons cette toxine dans un mélange 
de phosphates monopotassique et disodique de pH 6; la solution de 
la toxine dans ce tampon est ensuite diluée avec le tampon de pH 6 ; 
puis la toxine est répartie par quantilés décroissantes dans une série 
de tubes ; on compléte 4 0 c. c. 9 avec le tampon pH 6 et on ajoute 
Gc. c. 1 de globules 45 p. 100. Dans les tubes témoins on met 0 c. c. 9 
de tampon pH 6 et 0 c. c. 1 de la méme suspension globulaire. Les 
lubes sont portés & 38° et examinés comme dans les _ expériences 
antérieures. 


RESULTATS QBTENUS. "— Nous groupons une partie de nos 
résultats dans le tableau III. L’ensemble des titrages que 
nous avons effectués a différents pH (6, 6,6, 6,85, 7,45, 7,5, 
8 et 8,2) indique les faits suivants : 

1° L’hémotoxine du B. histolytique dissoute dans les mé- 
langes de phosphate disodique et monopotassique exerce son 
effet le plus intense & pH 7,15—7,5. L’examen des résultats 
des dosages effectués une heure aprés la dissolution des 
toxines montre en effet, qu’a pH 7,5, il suffit d’employer 
0 milligr. 03 de la toxine H6 par exemple pour hémolyser 
0 c.c. 4 de globules 4 5 p. 100; a pH 6,6, 6,85 ou 8 il faut 
0 milligr. 05 de cette toxine pour produire le méme effet et 
a pH 8,2 il faut en utiliser O milligr. 14. De méme, l’activité | 
hémolytique maxima des toxines H2 et H& se manifeste A 
pH 7,5. A ce pH les trois toxines mentionnées (H6, H2 et H8), — 
titrées trente ou soixante minutes aprés leur dissolution, hé 
molysent 0 c.c. 4 de globules respectivement aux doses de 
0,03, 0,01, 0 milligr. 03. Nous avons signalé précédemment. 
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- Tasceav Il. — Influence du pH sur l’activité hémolytique et la sta- 
bilité de 4 échantillons de toxine histolytique dissous dans des 


mélanges en proportions variables de phosphates monopotassique 
et disodique 2% 
ique 75: 


AVANT D ETRE TITREE ECHANTILLONS DE TOXINE HEMOLYTIQUE 


la solution ést maintenue 


pH 
de la solution 
de Ja toxine 


pendant 


= Oooo 
ODE 


vse wy safe en et aaa 


—K— i —) ooo oocooce 


Soe ci 


hea20°2. 
h. a 20°. 
h. a 20° et 20 h. a 
8 hy au2es 


Wa ma RS a) 
soo! joocse Sse 
WDE AID Gras 


view 


4 
5 
5 
4 


30 minutes @ 20°. 
. & 20°. 

. & 20°. 

. a 20° et 20 h. 


oot 
== ope oman 


ar 20?: 
uae o0Ss 
=a 20° .et 20: hea 


oco soo ce oooce 


1. c.c. whémolyse 
pas les globules. 


qu’a pH 7,15 les toxines H1 et H9 dissoutes dans un mélange 
de phosphates hémolysaient la méme quantité de globules 
a la dose de 0 milligr. 02. Si nous rapprochons ce groupe de 
résultats de ceux que nous avons obtenus au cours des 
recherches effectuées avec du bouillon, nous constatons que 
4 toxines histolytiques sur 5 en solution a pH 7,15 ou 7,5 dans 
des mélanges-tampons sont aussi hémolytiques que dans du 
bouillon Vf additionné de 1 p. 1.000 de cystéine ; la cinquiéme 

a une activité légérement inférieure. 
2° L’hémotoxine histolytique est instable dans les solutions 
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de phosphates. En effet, & des pH compris entre 6 et &, Tac- 
tivité de la plupart des toxines diminue de 30 p. 100 environ 
en cing heures & 20° (86) et de 50 A 83 p. 100 en vingt-quatre 
heures ; A pH 8,2, 3 toxines (H6, H8, H9) perdent méme 40 a 
78 pour 100 de leur activité en cinq heures seulement & 20°. 


Ds Mi Hide: lastoxine: Hass * a pHs a pls 

1 heure aprés la dissolution a 20° . 0,04 0,02 

5 heures aprés la dissolution 4 20°. 0,06 0,03 
20sheurés-phis tard <-.rxacDey sa 0,09 0,04 
Di M.: H. de ‘la-toxineth8y. ores. a pH6 a pHs a pH8,2 
1 heure apres la dissolution 4 20° . 0,05 0,01 0,2 

5 heures aprés la dissolution & 20°. 0,09 0,02 0,9 
20:heures, plusitard hi amore pcre 0,2 0,7 


Dans une autre série d’essais semblables nous avons étudié: 
la stabilité de Vhémotoxine histolytique a 2° ; les toxines, 


en solution dans les mélanges-tampons utilisés au cours de- 


l’expérience que nous venons de rapporter, ont été titrées 
trente minutes aprés leur préparation puis conservées a 2°. 
Les titrages effectués cing, vingt-quatre et quarante-huit 


heures plus tard, ont montré que l’hémotoxine histolytique 


est instable méme a 2°. Voici un exemple : pour hémolyser 
la quantité habituelle-de globules, il suffit de 0 milligr. 03 
de la toxine H6 fraichement dissoute (pH 7,5) ; il faut 
0 milligr. 4 ‘de la méme toxine aprés vingt-quatre heures de 
conservation 4 2° et 0 milligr. 5 au bout de quarante-huit 
heures. Nous avons ensuite constaté que le chlorhydrate de 
cystéine (1 p. 4.000), employé tel quel ou en présence de 
bouillon, n’augmente pas l’activité hémolytique des solutions. 
atténuées. 


En résumé, les échantillons de toxine histolytique qui 
contiennent au moins 15 doses hémolytiques par milligramme 
sont plus hémolytiques en solution dans du bouillon Vf addi- 
tionné de cystéine qu’en solution dans l’eau physiologique ; 


(36) L’activité hémolytique des 5 échantillons de toxine . perfringens > 


précipitée que nous avons étudiés dans les mémes conditions est restée 
stable & pH 6, 6,5, 7 et 7,5 pendant cing heures a 20°. 
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- dissous dans des mélanges de-phosphates monopotassique ~ 
et disodique M/153, ils présentent leur -actiyité hémolytique 
maxima a pH 7,15—7,3 ; les solutions préparées depuis peu de 
va 


temps dans ces eaiiens sont en général .aussi hémolytiques 

que. les solutions effectuées dans des bouillons Vf additionnés 

de cystéine. Méme & 2° l’hémotoxine histolytique est-instable 
dans les solutions de phosphates. 


Zs 


Discussion DES RESULTATs. — Nos recherches antérieures 
sur la toxine perfringens liquide ont montré que des sub- 
stances réductrices telles que la cystéine et le glutathion réta- 
_  blissent- Vactivité hémolytique des échantillons de toxine 
atténués (voir page 399). Les recherches actuelles sur l’hémo- 
toxine histolytique précipitée établissent que certains échan- 
tillons de toxine histolytique en solution dans du bouillon VI - 
additionné de cystéine (pH 6,8—6,83) sont plus hémolyti- 
ques que les solutions effectuées & pH 6,6—6,8 dans de l'eau 
physiologique ou a pH 6,85 dans des mélanges de phosphates. 
J Le rapprochement de ces deux .groupes de faits incite a 
penser, pour expliquer les derniers résultats, que les échan- 
- tillons de toxine histolytique examinés ont perdu une partie de 

leur activité pendant les diverses phases de leur préparation 
(précipitation, essorage, dessiccation a la température du Labo- — 
ratoire) et que la cystéine, en raison de son pouvoir réducteur, 
active l’hémolysine atténuée et ainsi confére aux solutions de 
toxine dans le bouillon un titre supérieur a celui des solu- 
tions de toxine dans l’eau physiologique. Mais les résultats des 
-expériences montrant que l’effet hémolytique des toxines a 
pH 7,15 ou 7,5, en milieu simplement tamponné, est égal a 
celui des solutions préparées dans du bouillon Vf + cystéine 
indique que l’hypothése envisagée n’est pas plausible. 
 Aprés avoir ainsi éliminé Vhypothése de I’activation de 
- Vhémotoxine histolytique par la cystéine, nous nous sommes 
-reportée aux résultats mettant en évidence que l’action hémo- 
— lytique de cette toxine diminue rapidement dans les solutions 
‘tamponnées et pour expliquer le fait que le titre hémolytique 
des toxines dissoutes & pH 6,8—6,85 dans du bouillon Vi 
dditionné de cystéine est plus élevé que celui des mémes 
toxines titrées Slee a pH -6,6—6,85 en présence’ 
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d’eau physiologique ou de phosphates, nous avons alors 
supposé gue l’hémotoxine histolytique, au cours du titrage, 
devait ¢tre plus stable dans du bouillon additionné de cys- 
téine que dans des solutions au méme pH de chlorure de 
sodium ou de phosphates monopotassique et disodique. Dans 
un but de contréle, nous avons dissous plusieurs toxines 
(H2, H6, H8 et H9) dans du bouillon Vf additionné de cystéine 
et déterminé au bout d’une heure et cing heures l’activité 
hémolytique des différentes solutions conservées 4 20°. Les 
titrages ont révélé que Phémotoxine histolytique dissoute en 
présence de cystéine dans du bouillon Vf reste parfaitement 
stable pendant cing heures & 20°. Aprés cette observation, 
les solutions ont été placées a 2° ; en les titrant vingt heures 
plus tard nous avons constaté que leur activité hémolytique 
n’avait pas diminué. Ainsi a linstabilité de l’hémotoxine 
histolytique dans les solutions de phosphates M/15 s’oppose 
la stabilité des solutions effectuées dans du bouillon Vf + cys- 
téine (387). Le fait que la cystéine ne rétablit pas le titre 
hémolytique des toxines ayant perdu une grande partie de 
leur activité dans les solutions de phosphates, indique que 
l’hémotoxine histolytique conservée dans de telles conditions. 
subit une altération irréversible et non une simple atténua- 
tion réversible. De l'ensemble de ces données nous déduisons 
que pour évaluer l’activité hémolytique maxima d’une toxine 
dissoute dans un mélange de phosphates, il est nécessaire de 
titrer plusieurs fois, 4 de courts intervalles, la solution frat- 
chement préparée et de comparer les résultats obtenus au titre 
de la toxine dissoute dans du bouillon additionné de cystéine. 


b) Povuvorr ANTIGENE DE LA TOXINE HISTOLYTIQUE LIQUIDE, DE LA 
TOXINE FORMOLEE ET DE LA TOXINE PRECIPITEE. — Les divers 
échantillons de toxine histolytique liquide que nous avons 
titrés ont souvent été divisés en 3 lots : l’un a été conservé a 2°, 
un autre transformé en anatoxine par addition de formol et 
le reste saturé de sulfate neutre d’ammonium pour précipiter 
la toxine. Nous avons comparé le pouvoir antigéne de la toxine~ 


(37) Nous nous proposons de rechercher si la toxicité des différentes 
solutions subit les mémes variations que l’action hémolytique. 


sg Sa 
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liquide, de l’anatoxine (88) et de la toxine précipitée. Pour 
cela, nous avons évalué fréquemment le taux des anticorps que 
Vinjection sous-cutanée de ces substances fait apparaitre dans 
le sérum de nombreux chevaux normaux soumis a l’un des 
trois procédés d’immunisation suivants 


Premier procédé : Il consiste A injecter des doses croissantes de toxine 
histolytique liquide a des chevaux préalablement vaccinés par 3-ou par 
5 injections d’anatoxine histolytique. 


Premier CAs : Les chevaux sont préparés par 3 vaccinations préalables 
d’anatoxine (25, 50 et 100 cent. cubes) ; ils recoivent ensuite les o 
quantités suivantes de toxine : 10, 25, 50, 100, 200, 300, 350, 400, : ze 
500 cent. cubes; l’intervalle entre toutes les injections est de sept jours; : 
la toxine utilisée contient 150-4 200 doses mortelles par centimétre cube 
ei, suivant les chevaux auxquels elle est destinée, elle est ou non addi- ae 
tionnée de 5 & 10 p. 1.000 de tapioca stérile (39). @ 


Druxtime cas : Les chevaux recoivent 4 sept jours d’intervalle 5 vacci- = 
nations préalables d’anatoxine (25, 50, 100, 150, 250 cent. cubes) ; ils 
sont ensuite soumis a des injections hebdomadaires de toxine addi- 
tionnée ou non de tapioca (25, 50, 100, 150, 200, 250, 300, 400, 450, 

500 cent. cubes). 


Deuxiéme procédé : Les chevaux sont traités uniquement par des e: 
injections sous-cutanées d’anatozine histolytique -préparée par addition oF: 
de 5 p. 1.000 de formol & des toxines contenant 150 a 200 D. M. par 
centimétre cube (doses injectées 4 sept jours d’intervalle : 25, 50, 100, 
200, 300, 400, 500 cent. cubes, avec ou sans tapioca). 


(38) Aprés les premiéres recherches de Weinberg et Prévot (C. R. de 
VAcad. des Sc., 179, 1924, p. 227), montrant que les injections de - Sigh 
toxines formolées (histolytique et vibrion septique), faites a des =a: 
chevaux déja immunisés avec des, toxines ordinaires, permettent de 
préparer des sérums aussi bons que ceux obtenus lors de ]’emploi des 
toxines non formolées (titrages sur lapins, vis-a-vis d’une dose mortelle 
de la toxine correspondante), Weinberg et Barotte ont signalé que 
le titre antitoxique moyen des sérums prélevés aprés injection d’ana- 
toxine histolytique est nettement plus faible que celui des sérums 
fournis par les chevaux immunisés avec la toxine histolytique. De 
leurs observations Weinberg et Barotte ont conclu que le formol altére 
le pouvoir antigéme de la toxine ‘histolytique. Au cours du méme 
travail ils ont, en outre, constaté que l’activité antigénique de la 
toxine vibrion septique est affaiblie aussi par le formol, mais a un 
moindre degré que celle de la toxine histolytique (ces Annales, 43, 1929, 
p. 452). 

(39) Dés (1925, 'G. Ramon a montré que les injections d’anatoxine 
diphtérique ‘additionnée de tapioca déterminent |’hyperimmunisation 
‘rapide des chevaux (C. R. Acad. des Sc., 181, p. 157; C. R. Soc. de 


Biol., 93, p. 506). 
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Troisigme procédé : Injection, tous les quatorze jours, de doses 


croissantes de toaine histolytique précipitée et de bacilles histolytiques 
vivants, le tout enrobé de lanoline. Les doses de toxine successivement 
injectées ont été de : 100, 200, 300, 500, 1.000, 2.000, 3.000, 4.000, 
5.000 doses mortelles (40). : 
A partir du moment ot l’immunisation déclenchée par l’un quel- | 
conque de ces procédés atteint un degré suffisant, les chevaux ne 
recoivent alors qu’une injection d’entretien, faite toutes les cing 
_ semaines, et ils subissent, neuf jours apres cette injection, une saignée 
de 6 litres et quatre jours aprés celle-ci, une autre saignée de 6 litres 
également ; l’injection d’entretien est de 500 cent. cubes ‘de toxine, 
de 500 cent. cubes d’anatozine ou de 6.000 doses mortelles de toxine 
précipitée suivant que les chevaux ont été immunisés par le premier, 
Je deuxiéme ou le troisiéme procédé. 


RESULTATS OBSERVES. — Quel que soit le procédé mis en ceuvre, . 
l’immunisation s’établit en général lentement. Voici Je titre antitoxique 
maximum (41) atteint par quelques-uns des sérums prélevés aux 
chevaux des différentes séries : 

Quatre chevaux immunisés par le premier procédé (injection de 
toxine liquide) ont fourni des sérums dont le titre a été de 300 a 
400 unités internationales aprés 10 injections (cheval 552) et de 400 a 
500 unités internationales apres 13 et 17 injections (chevaux 387, 389, 26). j 

Le titre maximum du sérum des chevaux 782 et 485 immunisés par | 
le deuxiéme procédé (injection d’anatoxine) a été de 300 et 300 | 
4’ 400 unités internationales aprés 12 injections. 

Par le troisisme procédé, nous avons obtenu des sérums contenant 
ae 400 A 450 unités par centimetre cube aprés 5 et 8 injections 


a3 (chevaux 553 et 497) ; 600 unités internationales aprés 5 injections i 
i (cheval 62). i 
5 Aprés avoir atteint un maximum, ]’immunisation des chevaux anti- a 
: histolytique, de méme d’ailleurs que celle de tout cheval producteur 
s ; d’un sérum thérapeutique, subit une diminution progressive, puis se : 
He stabilise 4 un taux moyen. Lorsque le titre antitoxique du sérum des 
aray a" chevaux traités depuis longtemps par la toxine histolytique enrobée :| 
= dans la lanoline a présenté une valeur stable, nous avons remplacé 4 
= l‘injection d’entretien — antigéne + lanoline — soit par 2 injections 

3 d’anatoxine, l’une de 200 cent. cubes et l’autre de 300 cent. cubes, soit = 
2 , par une seule injection de 500 cent. cubes d’anatoxine liquide ; cette 4 
+ substitution a déterminé un accroissement net de la teneur des sérums : 
Ba en antitoxine. En effet : le titre des sérums 502 et 492, par exemple, 


a passé de 100 unités a 400 et 450 unités ; celui des sérums 448 et 554 
s'est élevé de 50 & 200-300 unités internationales. 


Syn Say and ntuple cs 


(40) La dose mortelle est déterminée par injection intraveineuse A des 
souris de 17 4 20 grammes. 


(41) Titrages réalisés sur souris avec une « dose- test » de la toxine B 
histolytique H 2 ou de la toxine H 5 ; une « dose-test » de H 2 représente 
ainsi que nous le verrons plus loin 60 doses mortelles et une «dose- 


_ test » de H 5 : 55 doses mortelles pour des souris de 17 & 20 grammes. 
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Les résultats ci-dessus indiquent que les trois méthodes 
-dimmunisation que nous avons appligquées & des chevaux 
normaux permettent d’obtenir des sérums anti-histolytiques de 
titre antitoxique satisfaisant. Nous en déduisons que 1’ana- 
toxine histolytique préparée par addition de formol a des — 
toxines histolytiques de titre élevé posséde incontestablement 
une valeur antigéne manifeste (42). 


_C) VALEUR DE LA « DOSE-TEST » DE LA TOXINE HISTOLYTIQUE. — 
Nous avons déterminé comparativement avec deux sérums 
étalons, danois et francais, la « dose-test » de 12 échantillons 
de toxine histolytique (43). Les chiffres du tableau IV attestent 
que les résultats obtenus au cours des déterminations faites 
avec le sérum danois concordent parfaitement avec les lutrages 
réalisés avec le sérum étalon francais que nous avons préparé. 
En effet, quel que soit le sérum étalon utilisé, la « dose-test » 
de la toxine H14 est de 4 milligr. 6 ; celle de la toxine H 2: 
2 milligr. 1 ; celle de la toxine H3 : 0 milligr. 383 ; celle de la 
toxine H 4 : 4 milligr. 4 ; celle de la toxine H7 : 1 milligr. 5, 

-et celle de la toxine H 10 : 4 milligr. 415. 

Nous en concluons que nous pourrons a l’avenir déterminer 
la « dose-test » de nos échantillons de toxine uniquement avec 
notre sérum étalon. : 

Si nous groupons les échantillons de toxine histolytique qui 
sont comparables par la valeur de la dose minima mortelle 

(42) D’aprés nos recherches, l’anatoxine vibrion septique, préparée 
par addition de formol a des toxines acides trés antigéniques, n’a 

- qu’un faible pouvoir antigéne. En effet, aprés 10 injections effectuées 
& 16 chevaux, le sérum le plus antitoxique obtenu a seulement titré 
50 unités (pH des toxines avant addition de 5 p. 1.000 de formol 
5,3-6,3 ; toxicité avant formolage : 200 doses mortelles par centimétre 
cube). E a - 

‘Il conviendrait de reprendre nos essais avec des anatoxines préparées 
en milieu neutre afin d’établir si la valeur antigéne de la toxine vibrion 

~ septique n’est altérée par le formol qu’en milieu acide. 

(43) Rappelons que, pour déterminer la « dose-test » d’une toxine 
histolytique, nous avons suivi le protocole qui nous a servi & préciser 
celle de nos échantillons de toxine perfringens : chaque souris au cours 
des titrages recoit, en injection intraveineuse et sous le volume de 
Oc. c. 5, une unité antitoxique du sérum étalon et un poids connu 
de toxine en solution dans l’eau physiologique. Pour chaque dose de 
-toxine essayée, nous injectons 4 4 8 souris de 17 4 20 grammes. 
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nous voyons qu’ils différent souvent par la valeur de la « dose- 
test ». Ainsi la « dose-test » des toxines H 2, H 7 et H 10 est 
respectivement de 2 milligr. 4, 4 milligr. 5 et 4 milligr. 15 ; 
la valeur de leur dose minima mortelle est de 0 milligr. 035 
ou 0 milligr. 03 ; il s’ensuit qu’une dose-test de ces toxines ne 
contient pas le méme nombre de doses mortelles. 


TasLeAu IV. — Valeurs comparées de la « dose-test » de différents 
échantillons de toxine histolytique titrés avec un sérum étalon 
danois ou avec un sérum étalon francais. 


« DOSE-TEST » NOMBRE 
déterminée de 
avec un sérum étalon doses mortelles 


DOSE DOSE 
ECHANTILLON 


ae minima minima dans 
de toxine une « dose-test 


DANOIS FRANCAIS danoise » 


mortelle |hémolytique 


(milligr.) (milligr.) (mil tgr.) Cmilligr.) 
1,6 1,6 
2, 
0,55 
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Les chilfres de la derniére colonne du tableau IV indiquent 
que le nombre de doses mortelles contenues dans une « dose- 
test » des 12 échantillons de toxine que nous avons titrés est 
compris entre 22 et 60. Tandis que les 3 échantillons H 9, H 10 
et H 43 représentent sensiblement le méme nombre de doses 


mortelles (38,8 ou 38,3), les 9 autres différent notablement. 
En effet : 


DOSES MORTELLES 


{owed ose-test pade lawtoxiney Hl eae ae 40 
ic sdose-tesh» -de-la-toxine=H [Ose nee ieee ee ue OO 
Tsahdosestes t= deslautomi neck St eye neers = oeeae se tee ien OTe Sy 
4 « dose-test » de la toxine H 4 2 iste ROU oe Siem om, ae 
1 dose=test >: deca) toximest-she=. cate een er eee rere eee 53,3 
dc: dose-testm de: laitoxinell; 6-2: seen ce esters =e ee 46 52 
Iscedose-test ne devlatoxtme Hl eect v= eee teen bo oes 50 
Ictlose-test.n dé: lasto xine ainsi asteseur den ates eee oe oF. 


1 « dose-test » de la toxine H12 


Laas 
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Une « dose-test » de toxine histolylique, de méme qu'une 
« dose-test » des toxines perfringens et vibrion septique, ne 
représente donc pas un nombre constant de doses mortelles. 


DETERMINATION DU TITRE ANTITOXIQUE ~ 
DES SERUMS ANTI-HISTOLYTIQUES 
AVEC DIFFERENTS ECHANTILLONS 

DE TOXINE HOMOLOGUE 


14° TITRAGES AVEG UNE « UNITE ») DE TOXINE. 


Nous avons titré deux sérums avec les toxines H 1, H2, H3 
et H 4. Les résultats obtenus avec la premiére et la derniére 
ont été voisins, mais différents de 30 et 30 p. 100 et parfois 
méme davantage de ceux trouvés en employant les deux 
autres. 

Les titrages effectués avec 20 doses mortelles de divers 
échantillons de toxine ne permettent donc pas de déterminer 
avec une approximation convenable le titre antitoxique des 
sérums anti-histolytiques. 


9° TITRAGES AVEG UNE « DOSE-TEST ») DE TOXINE. 


Nous avons évalué le pouvoir antitoxique de 4 sérums 
vis-a-vis de nos 7 premiers échantillons de toxine (H1..... H 7) 
et celui de deux autres vis-a-vis des 4 échantillons H 41, H 2, 
H 3, H4 ; nous groupons une partie de nos résultats dans le 
tableau V. Pour effectuer les déterminations, nous avons pro- 
cédé comme pour le titrage des sérums anti-perfringens (44) 
et anti-vibrion septique. 


Avant de signaler nos observations, nous rappellerons briévement les 
faits suivants : : 


(44) Le mélange de toxine et de sérum injecté & chaque souris contient 
une « dose-test » de toxine (en solution dans 1’eau physiologique) et un 
volume connu du sérum 4 expertiser ; le mélange est laissé pendant 
-une heure a 37° avant d’étre injecté par voie veineuse. Ces Annales, 
66, 1941, p. 229, tableau IV. ; 
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En recherchant le titre d’un sérum anti-histolytique avec une « dose- 
test » de 2 toxines correspondantes, White, O’Brien, Petrie et aussi 
H. W. Glotova et Ostrovskaia ont obtenu les mémes chiffres. Walbum 
el Reymann ont observé des résultats concordants en titrant 5 sérums 
vis-a-vis de la « dose-test » de 3 échantillons de toxine histolytique 
préparés en Allemagne, au Danemark et en France (45). Tous ces titrages 
ont été effectués par le procédé des injections intraveineuses 4 Ja souris. 
La concordance des résultats obtenus parle en faveur de la méthode 
de titrage utilisée mais, cependant, n’autorise-pas encore a porter un. 
jugement définitif sur son degré de précision ; le nombre d’observations 
rapportées apparait, en effet, nettement insuffisant dés qu’on envisage 
les faits notés lors du titrage des sérums anti-perfringens : nous avons 
montré que les résultats satisfaisants obtenus au cours du titrage d’un 
méme sérum avec une « dose-test » de 3 échantillons de toxine 
perfringens peuvent différer énormément de ceux que fournissent les 
titrages effectués comparativement avec plusieurs autres toxines 
homologues (46). 

Nous avons en outre indiqué que les résultats du titrage des sérums 
anti-vibrion septique ne sont pas concordants d’une maniére cons- 
tante (47). Aussi avons-nous recherché le titre antitoxique de quelques 
sérums anti-histolytiques vis-a-vis de 7 de nos échantillons de toxine 
histolytique (tableau V). : 

Le nombre total des signes + et —, inscrits sous quelques chiffres, 
indique le nombre de souris injectées par dose. de sérum essayée ; les 
souris mortes sont indiquées par le signe + et les souris ayant survécu, 
par le signe — (souris de 17 4 20 grammes, injections intraveineuses). 


De V’ensemble des résultats du tableau V, il ressort que les 
titres antitoxiques d’un méme sérum anti-histolytique déter- 
minés avec une « dose-test » de 7 échantillons de toawine 
homologue different au plus de 16 p. 100. - : 

Le sérum 310, par exemple, titre 400 unités lorsque le titrage 
est fait avec la toxine H 6, entre 400 et 450 unités d’aprés les 


(45) Voir le rapport de Jensen (Claus), Bull. Trim. de Organ. d’'Hyg. 
Soc. des Nat., novembre 1936, p. 720-756. 

(46) Par exeinole le sérum anti-perfringens 415 (saignée du 4 novembre 
1934) titre 450 unités lorsque le dosage est effectué avec les toxines E 14, 
bk 22, E35 ; il titre 700, 350, 200 a 250, ou 50 A 60 unités d’aprés les 
titrages effectués ‘Yrespectivement avec les toxines E16, E33, E34 


ou E26. Le sérum 376 (saignée du 9 décembre 1938) “contient 450° 
4 500 unités d’aprés le titrage pratiqué avec les toxines E13 et E22 et 


75 4 100 uniltés d’aprés le titrage avec la toxine E 25. 

(47) Le titre antitoxique du sérum anti-vibrion septique 341, par 
exemple, est de 400 unités lorsque le titrage est réalisé avec une « dose- 
test » des toxines V 6 et V 7, il est de 400 A 450 unités vis-a-vis de la 
toxine V 5, de 450 a 500 yis-evis de la toxine V 2 et seulement de 350 
unités vis-a-vis de la toxine V 4 (ces Annales, 67, 1941, p. 148 et 149). 
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TabtzAu V. — Titres antitoxiques de 5 sérums anti-histolytiques. 
Titrages effectués comparativement avec une « dose-test » de 
différents I ale de toxine histolytique. 
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titrages effectués avec la toxine H 7 et entre 430 et 500 unités 
vis-a-vis des toxines H 1, H 2, H3. 


(= 


- Le sérum 308 titre 600 unités d’aprés les dosages avec Hi ou H7. 
Le sérum 308 titre 500 unités d’aprés les dosages avec H2. 
Le sérum 308 titre 550 unilés d’aprés les dosages avec H3. | 
Le sérum 308 titre 150-600 unités d’aprés les dosages avec H4 ou H5.: 


Les résultats observés au cours du titrage de plusieurs 
autres sérums ont présenté entre.eux des écarts du méme 
ordre. Exemple : le sérum 802 titre 500, 580 ou entre 350 et 
_ 600 suivant que la toxine utilisée a été I’échantillon H 1, H2 


Les discordances entre les résultats obtenus au cours de 
‘évaluation du titre antitoxique d’un méme sérum anti-histo- 
lytique n’excédant pas 16 p. 100 alors que les valeurs anti- 
toxiques trouvéés pour un méme sérum anti-vibrion septique 
titré avec divers échantillons de toxine homologue peuvent 
ésenter entre elles des écarts atteignant 25 p. 100 et celles 


méme sérum anti-perfringens des dilférences de 50 et 
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méme 80 p. 100 suivant l’échantillon de toxine perfringens 
employé au cours du dosage, l’antitoxine histolytique est 
parmi les antitoxines examinées celle qui est titrée avec le 
plus de précision. 


RESUME ET CONCLUSIONS 


PREPARATION, TITRE ET PROPRIETES 
DE LA TOXINE HISTOLYTIQUE. 


a) Les cultures de B. histolytique, elfectuées 4 37° dans des 
bouillons Vf de beeuf ou de cheval ajustés & pH 7,5-7,6, 
contiennent, vingt-deux heures aprés l’ensemencement, 4100 a 
300 doses mortelles par centimétre cube (titrages aprés centri- 
fugation, sur souris de 17 & 20 grammes, injections intra- 
veineuses). 

Le pH des toxines centrifugées varie en général entre 7,2 
Ctra 

Les bouillons Vf additionnés de phosphate bipotassique et 
de pyruvate de soude fournissent dans la moitié des cas une 
fois et demie & deux fois plus de toxine que les bouillons Vf 
ordinaires. 

Les peptones Witte et Defresne n’accentuent généralement 
pas la production de la toxine histolytique dans le bouillon Vi. 
Le sang desséché de cheval est sans influence sur la toxino- 
genése. 

b) La valeur moyenne de la dose minima mortelle de la 
toxine histolytique précipitée par le sulfate d’ammonium est 
de 0 milligr. 03 (moyenne de 415 préparations) ; chiffres 
extrémes : 0 milligr. 045 et 0 milligr. 045 (tableau ID. 

Le sulfate d’ammonium précipite 37 4 90 p. 100 de la toxine 
présente dans le liquide soumis & la précipitation. 

c) La toxine histolytique liquide contient une hémolysine 
nocive pour les hématies de mouton : des échantillons de 
toxine qui tuent les souris aux doses de 41/200 ou 1/360 de 
centimétre cube hémolysent in vitro 0 c. c. 1 de globules de 
mouton a 5 p. 100 aux doses de 0c. c. 0044 0c. c. 002 ; elles 
contiennent done 230 & 500 doses hémolytiques par centiméatre 
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cube ; leur effet hémolytique in vitro, de méme que leur effet 
in vivo disparait 4 100°. 

La dose minima hémolytique de nos échantillons de toxine 
histolytique précipitée, mis en solution dans l’eau physio- 
logique, varie entre 0 milligr. 04 et 4 milligr. 5 (tableau IV) ; 
Vactivité hémolytique des solutions est supprimée par un 
chaulfage de cinq minutes a 400°. La propriété hémolytique 
de la toxine conservée & ]’état sec, a 2°, est trés stable. 

L’efiet hémolytique de la toxine histolytique précipitée, 
dissoute dans des mélanges de phosphates disodique et mono- 
potassique M/15, présente sa valeur maxima a pH 7,18-7,5. La 
cystéine n’augmente pas: l’action hémolytique de la toxine 
histolytique en solution dans de l’eau_ physiologique ; par 
contre, elle confére 4 des échantillons trés hémolytiques mis 
en solution dans du bouillon Vf une activité supérieure a celle 
qu’ils ont dans |’eau physiologique ; ils acquiérent dans ces 
conditions l’activité hémolytique optima observée en milieu 
tamponné (0 milligr. 01 & O milligr. 03). 

L’hémotoxine histolytique, stable dans du bouillon Vf 
additionné de cystéine, s’altére dans les solutions de phos- 
phates M/145. 

d) La toxine histolytique précipitée posséde un pouvoir 
antigéne aussi prononcé que la toxine histolytique liquide. 
L’anatoxine histolytique fait également apparaitre dans le 
sérum des chevaux normaux de fortes quantités d’antitoxine 
histolytique ; elle renforce le degré d’immunisation des 
chevaux soumis depuis longtemps a des injections de toxine 
précipitée enrobée de Janoline. 


VALEUR DE LA « DOSE-TEST » DE LA TOXINE HISTOLYTIQUE. 


Au cours de la détermination de la « dose-test » de nom- 
breux échantillons de toxine histolytique, nous avons constaté 
que les résultats des titrages effectués avec le sérum étalon 
international concordent parfaitement avec ceux que nous 
avons obtenus avec le sérum étalon francais (tableau IID). 

Nous en concluons que nous pourrons a l’avenir déterniiner 
la « dose-test » de la toxine histolytique uniquement avec 
notre sérum étalon. : 
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Une « dose-test » de différents échantillons "AS nua s 
histolytique ne représente pas un nombre constant de doses 
mortelles ; d’aprés nos titrages, elle contient 22 & 60 doses 


ee mortelles pour la souris. 


DETERMINATION DU TITRE ANTITOXIQUE DES SERUMS  ANTI- 
| HISTOLYTIQUES AVEC —DIFFERENTS ECHANTILLONS DE TOXINE | . | 
ae) HOMOLOGUE. ee ces ak ge 
~ Rees ae < : ‘tne 

Le titre antitoxique -d’ un sérum anti-histolytique n'est pas 
rigoureusement. indépendant. de l’échantillon de toxine het 4 
au cours du titrage (tableau V). Les résultats des titrages — 
elfectués avec une « dose-test » ee divers échantillons de toxine 
PS ditférer de 16 p. 100. : 
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DU SERUM NORMAL HUMAIN ET DU SERUM PALUDEEN 
- SPECTRES D'ABSORPTION DANS L'ULTRA- VIOLET 
DES DIFFERENTES FRACTIONS PROTEIDIQUES 
Se DUSERUM : 
par R.-O. PRUDHOMME. 


(Institut Pasteur. Service de M. le Professeur Marchouz.) - 


14° INTRODUCTION. 


Si les recherches spectrographiques sur le sérum sanguin 
‘sont. fort nombreuses, il est malheureusement difficile de les 
relier entre elles car les auteurs, pour exprimer leurs résultats, 
- quand ils ne se sont pas contentés de simples mesures quali- 
 tatives, se sont servis des unités les plus diverses. Les uns 
emploient le coefficient de réduction ou le coefficient d’absorp- 
tion, les autres l’opacité ou le coefficient d’extinction, d'autres 
encore la densité optique. Comme l’a déja fait remarquer 
Lecomte du Noiiy [4], une telle confusion oblige a des calculs 
fatigants pour permettre de comparer les résultats. Il nous 


un rapide apercu des différentes unités employées en SpeOC 
 photométrie. 

Considérons un rayon lumineux a longueur d’onde i tra- 
E versant une cuve d’épaisseur d cm. contenant la solution dont 


a lumiére réfléchie sur les parois terminales de la cuve, soit I, 
ae intensité du flux & son entrée dans la solution et I 1’ intensité 
ede ce- méme flux:a a sa-sortie de la solution. On appelle : 

: a3 Coefficient de réduetion ; 


= in Ae 


semble donc utile, avant d’exposer nos recherches, de donner — 


on veut étudier Vabsorption. Ne tepant pas compte de bee 


. a as 5 
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2° Opacité : 


3° Densité optique : 


] 
é= log. any = log. ao) W = colog. r. 


4° Coefficient d’absorption : 
On le définit par la relation : 


1=1,.e— Kad 


qui exprime la loi de Lambert. d’ou': 
1 if 
es log. i: 


3° Coefficient d’extinction : i 
Il est défini par une relation identique 4 celle qui sert a 
déterminer le coefficient d’absorption. La différence consiste 
4 employer les logarithmes vulgaires (base IO) au lieu des 


logarithmes népériens (base e) 
P= Iao ne? 
d ot 


4 hs 
e=q -l0g-c10) T° 


On voit que ce coefficient est numériquement égal a l’in- 
verse de l’épaisseur (en centimétres) capable de réduire l’in- 
tensité de la lumiére 4 1/10 de sa valeur. 

Remarquons que l’on peut passer facilement du coafficient: 
d’extinction au coefficient d’absorption et inversement. On. 


a en effet : 
M.K=e 


ou M est le nodule de passage des log. népériens aux log. ul: 
gaires. M = 0,434. 


On a donc : 
K = 2,30.¢ 


et 
¢ =0,434.K. 


Remarquons aussi que le coefficient d’extinction est iden- 


2 venir la concentration moléculaire des solutions ‘étudiées. En 


= 

: 
7 

> 

3 


SPECTRES ‘D’ABSORPTION DANS LULTRA-VIOLET ey 
tique & la densité optique 8 quand celle-ci a prise pour une 
épaisseur de 1 centimétre. En effet on a : 


J Ex 
- 6 = log.¢) 7 i 
et ts aE acti eA 


d’ou : ; : 3 
Pere ; 6=€.d. sae 


Comme on le voit, nombreuses sont les unités que l’on peut Ps 
utiliser Le pabeoryEon de la lumiére par un corps. aes 
Et encore notons qu’ici nous n’avons pas parlé des coefficients ee 
ad absorption ‘ou d’extinction moléculaires ot l’on fait inter- + pee 


effet, on ne saurait envisager : la question de l’absorption du — 

sérum sous cet angle, car si le sérum tient en solution une 

molécule protéido-lipidique, il est difficile & lheure actuelle ee a 
de concevoir cette solution comme étant régie par les lois + 
_ ordinaires. % 
Nous nous sommes servi dans ce travail du coefficient d’ex- 
tinction, ou, plus exactement, de son logarithme, ce qui Be to 
permet d’utiliser pour le tracé des courbes une échelle moins ff 
étendue. Cependant, pour pouvoir comparer nos résultats 

avec ceux des autres auteurs, nous donnons aussi les résultats 

en coefficient d’extinction (¢) [densités optiques (6) pour une 

_ €paisseur de 4 centimétre] et en coefficients d’absorption (K). 


2° TRAVAUX ANTERIEURS. 


 Dhéré [2], en 1909, fut le premier croyons-nous qui étudia ees 
le spectre d’absorption du sérum dans ultra-violet. Ensuite 
ce furent M”° V. Henri, V. Henri et R. Wurmser [3] qui mon- ae 3) 
trérent, sur le sérum de cobaye, en 1912, que « l’absorption 
est faible jusqu’aé 3.000_ A, puis augmente, passe par un _ 
‘maximum qui correspond a la bande d’absorption de l’albu- 

mine pour } = 2.880 A, puis diminue, passe par un 

minimum pour } = 2.503 A et augmente de plus en plus Piss: 
rapidement de oe que, pour l’ultra-violet extréme, le coeffi- = ; 
ient d’extinction dépasse 1.000. L’allure de la courbe est. row: eS 
Annales de Institut Pasteur, t. 67, n° 6, 1941. 30 ee 


pee, 


AP ot oe « 
mal 
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exactement la méme pour le sérum de lapin ». Les auteurs 
trouvent pour le maximum d’absorption du sérum (sans spé- 
cifier & quel animal il appartient) un coefficient d’ extinction 
égal & 69 et pour le minimum une valeur de 42. 

S. Judd Lewis [4], en 1916, a étudié aussi l’absorption du 
sérum pour les rayons ultra-violets. Par la méthode du secteur 
tournant il trouve, dans le proche ultra-violet, une faible 
absorption qui monte rapidement a partir de 3.000 A pour 
arriver & son maximum a 2.800 A. Elle descend a4 son 
minimum que l’auteur fixe a 2. 540 A environ pour remonter 
& pic jusqu’a 2.400 A. L’auteur ajoute qu’il a trouvé une 
autre partie descendante de la courbe vers 2.300 A dans trois 
ou quatre sérums pathologiques (Sans spécification du cas 
pathologique). C’est le seul auteur qui ait signalé ce fait. Il 
montre aussi que les sérums normaux humains qu’il a étudiés 
donnaient tous sensiblement la méme courbe, indépendam- 
ment de l’dge et du sexe. La bande centrale lui apparait légé- 
rement plus étroite chez les femmes et un peu plus basse chez 
les enfants, mais il lui est difficile de se prononcer, méme 
dans les expériences faites dans les meilleures conditions. 

Cet auteur prouve, par extraction et spectrophotométrie 
des protéides, que la bande centrale qui commence vers 
3.000 A pour finir vers 2.400 A, est due uniquement aux pro- 
téides sériques (constatation déja faite par V. Henri). Le 
sérum de cheval lui a donné les mémes résultats : maximum 
A 2.800 A et minimum a 2.510 A avec une amplitude un peu 
plus grande pour le maximum, ce qui fait que la bande due 
aux protéides parait un peu moins large qu’avec le sérum 
humain. Judd Lewis étudie aussi des sérums pathologiques ; 
dans la typhoide, il trouve un léger décalage du minimum : 
de 2.340 A A 2.540 A; dans la scarlatine, la bande centrale 
d’absorption est plus Hy. ; dans la tuberculose, il remarque 
une légére augmentation du coefficient d’extinction dans le 
proche ultra-violet et enfin aucune variation dans l’anémie 
pernicieuse. 

En 1920, T. Tadokoro ol puis T. Tadokortd et Y. Nakayama [6] 
étudient le sérum normal et les immuns-sérums (anti-lait, 
anti-albumine d’ceuf, anti-rat, anti-streptocoques). Leurs 
sérums sont dilués dans l’eau physiologique. Ils trouvent 


q 


SPECTRES D’'ABSORPTION DANS L’ULTRA-VIOLET 423 


une différence dans la largeur de. la bande d’absorption 
(comprise entre 2.800 A et 2.510 A) pour les sérums des 
différents animaux (Chien, Cobaye, Lapin, Cheval) et obser- 
vent que cette méme bande est plus large et plus longue (?) 
avec les immuns-sérums. Mais ces travaux ne peuvent étre 
pris en considération car les auteurs ont uniquement fait des 
déterminations de longueurs d’onde sans préciser les \densités 
optiques ou les coefficients d’absorption ou d’extinction. Leurs 
travaux ont uniquement un but quantitatif et on sait depuis 
que différents échantillons de sérums normaux donnent des 
valeurs différentes pour la position du maximum et du 
minimum, sans parler des erreurs expérimentales faites dans 
la détermination des ).— 

Ce n'est qu’en 1922 que la question fut reprise sérieuse- 


ment par S. Judd Lewis [7] dans un important travail ot ~ 


Vauteur étudie le pouvoir rotatoire des protéides sériques et 
Yabsorption des rayons ultra-violets par le sérum. Pour cette 
derniére partie de son travail il emploie un nouveau secteur 
tournant photométrique décrit. dans un travail précédent (8). 
De plus, il isole par précipitation au sulfate d’ammonium les 
différentes fractions protéidiques du sérum : euglobulines, 
pseudo-globulines et albumines. Les positions respectives du 
maximum et du minimum de ces fractions sont a trés peu prés 
celles du sérum. L’auteur donne aussi les coefficients d’extinc- 
tion des maxima et des minima pour des solutions de ces 
fractions dans Peau physiologique. 

Plusieurs auteurs se sont attaqués au probleme de Vateorp: 


tion des acides aminés et de leur rapport avec l’absorption du, 


sérum. Citons P. A. Kober [9], F. W. Ward [40], L. March- 
lewski [41], Abderhalden et Haas [42], W. Stenstrém_ et 
M. Reinhard [43], C. S. Hicks [44], 8. Judd Lewis [415]. Les 
résultats de ces auteurs sont semblables et plusieurs montrent 
qu’en mélangeant dans certaines proportions la tyrosine, le 
tryptophane, la phénylalanine, la cystine, la leucine, le gly- 
- cocolle ef l’acide. glutamique, on arrive 4 reproduire A trés 
peu prés le spectre d’absorption du sérum. 

F. C. Smith [15], en 1929, étudie l’absorption des rayons 
ultra-violets par les différentes fractions sériques isolées par 
la méthode de L. F. Hewitt [16]. Il trouve quelques différences 
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avec les résultats énoncés en 1922 par Judd Lewis, ce qui 
s’explique facilement, les fractions sériques ayant été isolées 
par des méthodes différentes par ces deux auteurs. 


En 1932, L. Karezag et M. Hanak [47] montrent que lage, . 


le sexe, le groupe sanguin et différents états pathologiques 
sont sans influence sur la courbe d’absorption du sérum, de 
méme que le chauffage & 56° pendant une heure ; l’action du 
formol & une concentration égale 4 20 p. 100 ou du formol 
et de la soude simultanément, l’action des rayons X ne Valte- 
rent pas sensiblement. Les rapports quantitatils entre les difté- 
rentes fractions protéidiques du sérum n’influent pas sur la 
valeur de l’absorption. Les auteurs vérifient aussi que la courbe 
d’absorption du sérum peut étre considérée comme la somme 
des absorptions partielles des différentes fractions. 

Mladen Paic [48], en 1934, trouve le spectre du sérum 
normal identique a celui du sérum de syphilitique. Pour cela 
il opére avec des sérums dilués au tiers dans l'eau physiolo- 
gique. En collaboration avec P. Haber [49], il remarque que 


Virradiation préalable du sérum par les rayons ultra-violets 


en augmente la densité optique. 


Enfin, derniérement, M™° et P. Lecomte du Noiiy [20, 21], 


dans une série de trés belles recherches sur la température 
critique du sérum, ent prouvé, en employant une technique 
extrémement précise, que la courbe d’absorption du sérum 
est remarquablement stable dans l’ultra-violet et qu’elle ne 
varie pas avec l’dge et les différents états pathologiques. 
Contrairement aux résultats énoncés par L. Karczag et 
M. Hanak, ils ont montré que le chauffage pendant une’ heure 
4 des températures s’échelonnant entre 56° et 60° fait varier 
légérement dans les deux sens la densité optique du maximum 
et du minimum et fait osciller la longueur d’onde de ces points 
autour de leurs positions normales. 

Dans deux cas seulement, l'un de strongylose chez une 
brebis (P. Lecomte du Noitiy et M. Aynaud [22], l’autre de 
paraplégie flasque par compression médullaire due a un 
cancer secondaire de la colonne vertébrale (P. Lecomte du 
Notiy et M™* Lecomte du Noiiy [23]), les auteurs ont trouvé 
une courbe d’absorption qui paraissait normale, mais qui se 
déforma complétement aprés chauffage du sérum pendant une 


( 
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heure a 60°. Dans ces deux cas le sérum était eels 
par la chaleur. ve 

Ces auteurs ont aussi montré [24] qu’on pouvait, en ce 
lant la différence de densité optique entre le maximum et le 


: minimum d’un sérum, faire une classification naturelle des~ 


espéces vivantes : cette différence est la plus élevée chez les 
mammiféres, moindre chez les oiseaux, encore plus faible 
pour les amphibiens et la plus basse chez les reptiles. 
Comme on le voit, les travaux concernant l’absorption du 
sérum dans l’ultra-violet ont été nombreux jusqu’aé maintenant. 
Cependant il nous a paru intéressant devant la confusion qui 
régne encore a divers points de vue, d’élucider certaines ques- 
tions. Notamment nous nous sommes demandé si réellement 


le rapport des différentes fractions protéidiques du sérum 


influe sur la courbe d’absorption de celui-ci. Or, dans certains 
cas pathologiques, on trouve une modification de ce rapport, 
en particulier dans le paludisme et surtout dans le kala-azar. 
; A vrai dire, N. D. Kehar [25], en 1932, aux Indes, en étu- 
 ediant des sérums normaux et des sérums paludéens, a trouvé 
que ces derniers sérums présentaient en général une absorp- 


les mémes Jongueurs d’onde au maximum et au minimum. 
Mais ce travail ne peut guére étre pris en considération. En 
effet, d’une part l’auteur ne se livre pas a des mesures quan- 
titatives ; ilxse contente de photographier, l'un aprés l’autre, 
sous la méme épaisseur dans un tube de Baly et sur la méme 
plaque, le spectre d’un sérum normal et le spectre d’un sérum 
 paludéen dilués au méme titre dans l’eau physiologique. La 
source est un arc au fer dont l’intensité peut varier d’un 
spectre a lautre, ce qui fait que les noircissements observés 
ne peuvent étre comparés. D’autre part, les sérums paludéens 
-sont pris: poe la plupart au. moment de l’accés palustre, et 
on sait qu’d cette période il y a présence dans le sang de 


et B. K. Bose [26] étudient, non pas le sérum paludéen, mais 
un sérum dont le déséquilibre protéidique est encore plus 
-marqué : celui de sujets atteints de kala-azar. Les auteurs, se 
_livrant a des mesures spectrophotométriques, trouvent que 


tion plus grande que les sérums normaux tout en possédant 


_ déchets globulaires qui peuvent fausser les résultats. A 
Bp: ‘Dans un travail paru aussi au Indes, en 1982, T. C. Boyd 


si | 
| 
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le sérum de ces malades, dilué & 4 p. 5 dans l’eau physiolo- 
gique, présente un coefficient d’extinction plus élevé que celui 
du sérum normal (sérum normal, coefficient au maximum 
= 0,85, au minimum = 0,45; sérum pathologique : au 
maximum = 1,10, au minimum = 0,30). Ils attribuent ce 
fait soit A un changement dans la composition chimique des 
protéides sériques, soit & une variation dans le rapport des 
fractions protéidiques. Malheureusement, les auteurs ne don- 
nent aucune indication permettant de mesurer la grandeur 
de ce déséquilibre sérique, pas plus qu’ils ne définissent 1’état 
des malades dont le sérum a été étudié. 

Ici, ouvrons une parenthése : Chorine [27] a montré que le 
sérum de la poule présente un rapport euglobulines/protéides 
totaux supérieur a celui de l'homme normal et que le sérum 
des paludéens posséde la méme anomalie. Le sérum de la poule 
se rapproche donc a ce point de vue du sérum paludéen. Le 
sérum de poule dilué au 41/10 dans l'eau distillée flocule a 
l’instar des sérums paludéens. Or Lecomte du Noiiy [24] trouve 
que dans le sérum des oiseaux la dilférence de densité optique 
entre le maximum et le minimum est plus faible que chez les 
mammiféres. On pourrait s’attendre & trouver pour le sérum_ 
paludéen, et a plus forte raison pour le sérum de kala-azar | 
(qui parmi les sérums pathologiques a le rapport euglobulines/ 
protéides totaux le plus élevé) une différence de densités opti- i 
ques plus faible que pour le sérum normal. Or, si nous consi- | 
dérons le travail de Boyd et Bose [26], nous voyons que ces | 
auteurs trouvent le contraire : 0,85 — 0,45 = 0,30 pour le 
sérum normal et 41,10 —0,50 = 0,60 pour le sérum des sujets / 

| 


atteints de kala-azar. 


Avant d’exposer les résultats de nos recherches, nous allons ‘| 
indiquer briévement la technique spectrographique choisie et 
les conditions dans lesquelles nous avons prélevé les sérums 
et fractionné les protéides sériques. 


ymin RPE Q 


3° TECHNIQUE SPECTROGRAPHIQUE. 


Le spectrographe utilisé est le grand spectrographe pour 
chimistes de Zeiss & optique de quartz. Les plaques photogra- 


é. 
= 
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SPECTRES D’ABSORPTION DANS L’ULTRA-VIOLET AQT 


phiques Gormat 413 x 18 centimétres), trés sensibles dans tout 
Vultra-violet jusqu’aé 2.400 A sont de la marque Super-Fulgur 
(Maison Guilleminot). La source de rayons ultra-violets est 


X 


une lampe 4 hydrogéne systéme Chalonge alimentée par un 


transformateur sous une tension de 2.000 volts. L’intensité du™ 


courant qui traverse le tube a toujours été réglée a 280 milli- 


ampéres. On obtient ainsi un spectre continu depuis le visible ~ 


jusqu’a 2.100 A environ. Une lentille de quartz placée devant 
la source donne un faisceau de rayons de lumiére paralléle 
qui tombe sur la fente du spectrographe. Celle-ci a une lar- 
geur de 0 millim. 10. 

Pour pouvoir faire des mesures photométriques, l’appareil 
comporte devant la fente un prisme de Hiifmer muni d’un 
support qui sert 4 maintenir dans le faisceau lumineux la 
cuve contenant la solution étudiée et la cuve contenant le 
solvant pur. Ce prisme raméne les deux faisceaux ayant tra- 
versé respectivement les deux cuves l’un au-dessus de l|’autre 
sur la fente du spectrographe. Ce qui fait qu’en définitive on 
obtient sur la plaque photographique deux spectres qui se 


-touchent sans empiéter l'un sur |’autre. Chacun d’eux cor- 


x x 


respond a une cuve. On n’a pas a craindre, grace a ce sys- 
téme, les différences de noircissement dues aux variations 
d’intensité de la lumiére émise par la lampe a hydrogéne 
(quoique le rayonnement de celle-ci soit trés stable). 

Ici on considére le sérum comme solution et l’eau physio- 
logique ou l’eau bidistillée comme solvant. 

L’intensité du flux lumineux qui traverse le solvant peut 
étre affaiblie dans un rapport connu par un secteur tournant 
double de Gude. En vérité, ce n’est pas l’intensité lumineuse 
qui est réduite par le secteur tournant, mais le temps de pose 
apparent. A condition que lappareil fasse un assez grand 
nombre de tours 4 la minute (120 tours/minute), le temps 
de pose efficace est égal au produit du temps de pose appa- 

: ; 
2a | 
diminuer le temps de pose revient au méme, au point de vue 
noircissement de la plaque photographique, que diminuer le 


rent par (a étant l’angle d’ouverture du secteur). Or, 


‘flux lumineux (loi de réciprocité). Si l’on admet cette loi, on 


voit que l’emploi du secteur tournant revient a diminuer, 


-y. 4 aes 
ie oe We He 
C 
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dans des proportions faciles A déterminer, l’intensité lumi- 
neuse passant dans le solvant. 

Certains auteurs font un reproche a cette méthode : le noir- 
cissement obtenu, disent-ils, par dix poses successives d'une 
seconde par exemple, n’est pas égal au noircissement obtenu 
avec une seule pose de dix secondes. Ce reproche, qui est peut- 
étre bien fondé, n’est pas valable dans notre technique : en 
effet, par l'emploi du secteur double, la lumiére qui traverse. 
Ja solution étudiée est interrompue le méme nombre de fois 
A la seconde que celle qui traverse le solvant. 

Lorsque, sur la plaque photographique, pour une longueur 
d’onde déterminée il y a égalité de noircissement pour la pho- 
tographie du solvant et de la solution, pris sous la méme 


if 
épaisseur et photographiés en méme temps, le rapport T est 


égal au rapport as (a étant Vangle d’ouverture du secteur 


tournant, Le secteur dont nous nous servons est directement 
gradué suivant le pourcentage de lumiére qui tombe sur la 


. : I fae r x 
cuve contenant le solvant. Le rapport — est alors égal a : 


I 
100 
chiffre indiqué sur le secteur’ 
Nous avons mesuré le coefficient d’extinction « défini par : 


jG a eels 

d’ot l’on tire : 
4 1, 
& = 7 - log-ao) ae 


Pour cette mesure nous avons gardé un temps de pose 
constant 4 une minute et nous avons fait varier 1’épaisseur ; 
de la tranche de sérum et celle du liquide considéré comme 4 
solvant. Le secteur tournant était réglé de facon que le flux. 
passant dans le solvant soit égal 4 10 p. 100 ou a 25 p. 100 


du flux traversant le sérum e = 10 dans le premier cas et 


I 
i : . ; 
ioe 4 dans le second cas): Le sérum et le liquide considéré 
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comme solvant étaient donc photographiés en méme temps 
et sous la méme épaisseur, pendant le méme temps. 

___ Pour pouvoir opérer avec des sérums non dilués, il faut en 
4 prendre une tranche peu épaisse pour obtenir la photographie 
de la région intéressante de la courbe d’absorption qui est 
comprise entre 3.000 A et 2.400 A. Or, avec l’énergie- Fumi- 
neuse que nous employons, sous |’épaisseur de 4 millimétre le 
sérum ne laisse passer que les radiations de % supérieures a 
3.000 A. C’est pourquoi nous nous sommes servi de cuves 
- a faces de quartz construites spécialement par la maison Jobin 
E et Yvon. Ces cuves a épaisseur variable permettent de réaliser 
- des é6paisseurs comprises entre 2 centimétres et 0 millim. 01 
par bonds de 0 millim. 01... 

; Nous avons fait par cette méthode environ 4.500 spectres 
de sérums normaux et de sérums paludéens. 
- Les clichés ont été étudiés au microscope comparateur ; 
chaque cliché porte une échelle de longueur d’onde que Ton 
photographie aprés l’enregistrement des spectres. Nous avons 
_ -vérifié cette échelle pour chaque cliché en photographiant en 
: dessous le spectre d’un arc 4 vapeur de mercure. 
Nous avons tracé les courbes d’absorption des sérums en 


et en abscisses les logarithmes vulgaires des coefficients d’ex- 
tinction. Nous avons donné aussi pour chaque sérum, en fonc- 
tion de les valeurs de «, soit, comme on l’a vu précédem- 
ment, la densité optique pour une épaisseur de 1 centimétre. 
- Nous avons calculé aussi pour chaque sérum de rapport 
- coefficient d’extinction au maximum — 

coefficient d’extinction au minimum 

 Erreurs.'— L’erreur la plus grande qui soit commise dans 
linterprétation des spectres est, certainement celle que lon 
fait en déterminant la position des égalités de noircissement 
par rapport aux longueurs d’onde. Cette pees ne peut étre 


mation de + 3 A dans les cas les meilleurs. L’erreur de déter- 
* - mination dans la valeur du coefficient d’extinction ne peut 
-proyenir que de l’erreur faite sur la lecture de l’épaisseur du 


portant en ordonnées les longueurs d’onde et les fréquences. 


déterminée au “microscope comparateur qu’avec une APPrOri-_ 
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comme nulle puisque c’est par réglage du secteur tournant 
que l’on fixe cette valeur. Or, l’erreur sur l’épaisseur est faible 
étant donné que les cuves utilisées sont divisées au 1/100 de 
millimatre. A condition d’étre sir de Ja bonne fabrication de 
Ja cuve, on peut évaluer cette erreur & + 0 millim. 005 au 
maximum. 


4° PRELEVEMENTS ET ANALYSE DES SERUMS. 


Les sérums paludéens que nous avons étudiés provenaient 
soit du service de M. le D* Guiraud (1) [Médecin-Chef de Ser- 
vice a l’Asile clinique de Sainte-Anne] et appartenant 4 des 
paralytiques. généraux impaludés avec une souche de Plas- 
modium vivax, soit de paludéens revenant des colonies et 
prélevés dans le service de M. le professeur Marchoux, & 
l'Institut Pasteur (Service des Maladies coloniales). Les sérums 
normaux ont été choisis aussi dans ces deux services. Un 
examen préliminaire nous a permis de nous assurer que le 
sérum des paralytiques généraux était identique du point de 
vue spectrographique au sérum normal et qu’on pouvait de 
ce point de vue le considérer comme tel. 

Les malades et les sujets normaux étaient 4 jeun depuis 
douze heures quand on prélevait leur sang (ponction veineuse 
au bras). Le sérum était séparé du caillot vingt-quatre heures 
aprés, sauf dans deux ou trois cas étudiés spécialement. On 
le centrifugeait pour avoir un liquide parfaitement limpide. 

Pour chaque sérum, on dosait les protéides totaux et les 
euglobulines de la facon suivante : 


1° Protéides totaux. — On précipite les protéides de 1 cent. cube de 
sérum par une quantité suffisante d’acide trichloracéltique pour arriver 
a une concentration de 10 p. 100. On centrifuge et on lave le précipité 
par une solution 4 10 p. 100 de ce méme acide. Aprés avoir centrifugé 
a nouveau, on dissout le précipité dans un peu d’eau alcalinisée A la 
soude. On transvase la solution et l’eau de lavage du tube A centrifuger 
dans une petite fiole d’attaque pour le microdosage de l’azote par la 
méthode de Kjeldahl. Le catalyseur utilisé est celui qui est préconisé 
par le professeur G. Bertrand [28] (sulfate de potassium : 10 parties, 
sulfate de cuivre : 1 partie). L’ammoniaque formée aprés distillation 


(1) Nous sommes heureux de remercier ici M. le D™ Guiraud qui nous 
a trés aimablement accueilli dans son service. 


oa 
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dans l’appareil de Meillitre et de Saint-Rat [29] est dosée avec de 
Vacide sulfurique N/10 (indicateur : rouge de méthyle + bleu de 
méthyléne). 

2° Euglobulines. — On précipite les euglobulines de 2 cent. cubes 
de sérum par dialyse contre l’eau distillée dans de petits sacs en collo- 
dion. L’opération a lieu A la glaciére et dure cinq jours pendant 
lesquels on renouvelle ]’eau chaque jour. Le précipité est repris~ avec 
précautions et on dose l’azote par la microméthode de Kjeldahl. Le 
coefficient de passage du poids d’azote trouvé au poids des euglobu- 
lines est pris égal 4 6,4. Nous avons suivi pour ces dosages la technique 
préconisée par Chorine [39] dans ses recherches sur l’instabilité du 
sérum dans l’eau distillée. 


On peut se demander pourquoi nous avons cherché pour 
chaque sérum la teneur en euglobulines et en protéides 
totaux. La raison en est que le rapport euglobulines/protéides 
totaux permet de séparer les sérums normaux des sérums 
paludéens. En effet, Chorine [30] a montré que ce rapport. est 
plus élevé avec ces derniers sérums qu’avec les sérums nor- 
maux. De plus, par dilution au 1/10 dans l'eau distillée, il . 
distingue par leur floculation les sérums paludéens des sérums . ae 
normaux : les premiers floculent, les seconds ne floculent pas. Eine 
En prenant ce fait pour base, cet auteur [34] a mis au point 
une réaction mesurable au photométre, réaction qui sert a 
discriminer les sérums normaux des sérums paludéens et qui, ef 
de plus, donne une idée du déséquilibre sérique de ces ae 
malades. Dans une remarquable série de travaux [32, 33], ES 
Choriné a montré que lintensité de cette réaction est pro- — 
portionnelle au rapport euglobulines/protéides totaux et que : 4 
cette propriété de floculer qu’ont les sérums paludéens. ou ore 
ceux des malades atteints de kala-azar,-.est due surtout 4 l’aug- 
mentation quantitative des euglobulines par rapport aux 
autres protéides sériques. 

Nous avons pratiqué cette réaction pour chaque sérum 
étudié. 


5° SPECTRES D’ ABSORPTION DANS L’ULTRA-VIOLET 
DES SERUMS NORMAUX ET DES SERUMS PALUDEENS. 


A. Sérums normaux. — Nous avons retrouvé les résultats 
classiques. Examinons la figure n° 4, ot nous avons divisé 
la courbe en plusieurs parties 


ve ia n . 
USS case ee 
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Portion a. — A la fin du visible, on observe avec presque 
tous les sérums un maximum plus ou moins prononcé que 
l'on peut fixer vers 4.100 A. Tl est da a la couleur du sérum — 


+4,5 


+4 


- 05 
5000 4500 4000 
600 750 : +p 10100e 


Fic. 4. — La portion « s'étend de 5.000 a 4 000 A 
et la portion 6 de 4.000 A a 3.000 A. 
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enire-1° et.10 (0 < log, « =< + 4). En “général, il oscille: 
: entre 2,5 et 4 (0,4 < log. 2. =< 0,6). 
Portion 8. — Cette partie de la courbe ne présente rien de 
s remarquable. Son coefficient d’extinction est faible jusqu’d 
z 3.200 A environ. Elle présente un minimum aux environs de _ 
ee 3.700 KOS 2 < 2). A partir de 3.200 A la courbe monte: 
rapidement.. 
Avec les sérums hémolysés, au lieu de montrer un seul 
minimum, cette portion de la courbe présente deux minimas. 
Le premier est situé vers 3.800 A, le second vers 3.200 A. 
Entre ces deux points, il existe un maximum vers 3.400 A 
Cette courbe en ~~ est plus ou moins marquée suivant état 
AL hémolyse du sérum. Cet état d’ailleurs n’influe pas sur la 
partie de la courbe située plus loin dans Vultra-violet, comme: 
nous l’avons vu‘ pour de nombreux sérums. 
Portion y. — Elle commence a 3.000 A pour monter 
a pic jusqu’a son maximum situé vers 2.800 A. Suivant les 
-sérums ce maximum se trouve placé entre 2.760 A et 
— et 2.800 A. La “moyenne trouvée dans nos expériences est. 
de 2.775 A + —410 A, ce qui-s’accorde avec les résultats 
énoncés par tous les auteurs. Le coefficient d’extinction de 
ce maximum est compris entre 56 et 66 (moyenne 59,7). 
Log. « est compris entre 1,77 et 1,8. M™° V. Henri, V. Henri 
et R. Wurmser [3] indiquent pour « la valeur 69. Les autres. — 
auteurs, opérant sur des sérums dilués, obtiennent des résul- 
tats qui ne peuvent étre comparés avec les nétres, ni méme 
étre calculés en fonction de la dilution puisqu’on sait ane le- 
sérum n’obéit pas A la loi de Beer. 
L’épaisseur qui correspond dans nos expériences A la trans- > 
_ parence du sérum pour ces longueurs d’onde. est de 4 milli- - 
métre (A = 3.000 A) jusqu’a 0 millim. 6 Q = 2.800 A). 
jae Portion 6. — La courbe redescend jusqu’é son minimum 
overs: 2. B17 =A. e210" A (moyenne de nos expériences ou les 
valeurs oscillent entre 2.540 A et 2.530 A). Le coeffi-. 
cient « de ce minimum est égal 4 25,6 (valeur moyenne, les 
valeurs extrémes étant 24 et 31). Log. e est compris entre. 
e838 ot 4,502 
Bg Portion «. — La courbe remonte encore une fois a pic vers. 
2.400 A pour un coefficient d’ extinction égal 4100 (log. « = 2). 


~ 


ad 
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L’épaisseur qui correspond a cette transparence est trés faible : 
Q millim,. 45. 

Il est vraiment remarquable de constater la stabilité de la 
courbe d’absorption du sérum a partir de 3.000 A, partie ot 
l’absorption est due aux protéides sériques. On trouve, comme 
on l’a vu, de faibles variations des } du maximum et du 
minimum ainsi que de faibles variations du coefficient d’ex- 
tinction de ces deux points (indépendamment des erreurs 
expérimentales). 

Nous avons calculé pour chaque sérum le rapport 


au maximum (<n) 
au minimum (ém)’ 


La moyenne de ce rapport pour les sérums normaux est 
de 2,3. 

Nous avons voulu savoir si le sérum décanté aussitét aprés 
son exsudation du caillot présente le méme spectre d’absorp- 
tion que le sérum prélevé vingt-quatre heures aprés la prise 
de sang. Sur le méme échantillon, nous avons séparé une 
partie du sérum quatre heures aprés la coagulation, et le reste 


au bout de vingt-quatre heures. Sur 3 échantillons différents. 


de sang les résultats furent exactement les mémes : que le 


sérum soit prélevé quatre ou vingt-quatre heures aprés la 


coagulation les spectres d’absorption sont identiques (voir 
tableau I). 


Voici un tableau donnant les résultats de quelques sérums 
normaux (Tableau I). 

Nous voyons a4 l’examen de ce tableau que les différences 
de teneur des sérums en protéides ou de faibles variations du 
rapport euglobulines/protéides totaux n’influent pas sur les 
valeurs du coefficient d’extinction. D’ailleurs ces résultats ne 
doivent pas nous surprendre si l’on songe a la forte opacité 


des protéides pour les rayons ultra-violets. Une faible varia- 


tion de la concentration des protéides dans le sérum (par 
exemple de 75 & 80 grammes par litre) entraine une si faible 
variation de la valeur de « qu’il est difficile de la mettre en 
évidence et que cette différence est de l’ordre des erreurs expé- 
rimentales. I] faut remarquer de plus que, dans nos expé- 
riences, les variations de « ne se font pas toujours dans le 
méme sens que les variations de la concentration en protéides. 
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B. SkRuMs PALUDEENS. — Les nombreux sérums paludéens 
que nous avons examinés nous ont donné les mémes résultats 
que les sérums normaux. On peut énoncer les mémes remar- 
ques que précédemment pour les différentes portions de la 
courbe d’un sérum paludéen (fig. 1). Voici quelques chilfres 
(tableau Il). 

Les différences observées entre un sérum normal et un 
sérum paludéen sont du méme ordre de grandeur que ce soit 
dans la position ou le coefficient d’extinction du maximum 
et du minimum, que. celles observées entre des sérums nor- 
maux ou entre des sérums paludéens. La moyenne du coeffi- 
cient d’extinction au maximum est de 53,5 et de 24,8 pour 
le minimum. La moyenne du rapport é«/em est égale & 2,23. 

On voit que de fortes variations du rapport euglobulines/pro- 
téides totaux n’agissent pas sur l’absorption. Ceci laisse donc 
supposer que les différentes fractions protéidiques du sérum 
ont un pouvoir d’absorption voisin et que les dilférences 


de < qui existent entre chaque fraction sont relativement faibles 


par rapport a ce coefficient. 
Comme pour le sérum normal, nous avons vu aussi que le 
sérum paludéen prélevé quatre heures ou vingt-quatre heures 


aprés. la coagulation du sang présentait le méme spectre- 


d’absorption. 

Nous avons voulu savoir si, juste avant, pendant et aussit6t 
aprés l’accés, on ne pouvait pas déceler une variation dans la 
courbe d’absorption du sérum. Pour cela, on a fait, sur le 
méme malade, des prélévements de sang a ces trois moments 
différents. Le malade avait une température de 40°2 quand la 


prise de sang fut faite pendant l’accés. Les deux autres prélé- — 


vements ont été faits & 37° (avant Vaccés) et & 37°3 (aprés 
Vaccés). Aucune différence dans la bande caractéristique 
d absorption n’a pu étre mise en évidence (voir le tableau II). 

De méme au cours des visites que nous avons faites a Sainte- 
Anne, nous avons eu l'occasion de recueillir le sang d’une 
malade atteinte de délire aigu. Le spectre de son sérum fut 
trouvé identique 4 celui du sérum normal. > ~ 

Voici deux exemples de construction de la courbe d’absorp- 
tion d’un sérum. L’un concerne un sérum normal non hémo- 
lysé, autre un sérum paludéen hémolysé. 
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Premier exemple. — Sérum de M" B..., prélevé vingt-quatre heures 
apres la prise de sang. Le sujet était & jeun depuis douze heures. Le 
sérum, centrifugé, était parfaitement clair. 


I Io 
Secteur tournant réglé 4 25 p. 100 (7=4.Log. i. 0,60) 


EPAISSEUR LONGUEURS D’ONDES LOG. 
du sérum des égalités de noircissement COEFFICIENT auicoetacient 


en d’extinction peepee 
ContiniGtres> | asamaeses| Ec au Fie, Gaal ee d’extinction 
vy € log. « 


Neen nnn enn a itl ieereemememeneeenen erent see eee 


Pas d’égalités. 
Pas d'égalités. 
Pas d égalités. 
Pas d’égalités. 
Pas d’égalités. 


CS 


0 
0 
0 
0 
0 
3 0 
3 0 
3 0 
3 0 
3 0 
4 4 
4 4 
4 
3 
6 
6 
7 
8 


539 
42 
45 
49 
134 
60 
66 
,12 
184 
96 
520 
50 
98 
j04 - 
02 
62 
122 
42 


2.530 
2.565 
2 635 
2,790 


wmrowpnwnmwprwpynwypnw’ 
DEE EE Ee eE REEF COO COCoCS 


tH4t++t++t+4te4t+ 
ec eeeunese kanes 


Pas d'égalités. 


La figure 2 représente la courbe correspondant a ce sérum. Le 


4 4 
calcul deca été fait suivant la formule :-= Zi -Log. Ip = 7 060° 


Deuziéme exemple. — Sérum de M™® Berth..., prélevé vingt-quatre 
heures aprés la prise de sang. La malade était 4 jeun depuis vingt- 
quatre heures. Température : 37°. La malade est entre son troisi¢me 
et son quatrieme accés di au Plasmodium vivax. Le sérum centrifugé 
est clair mais hémolysé. 


ike oO 
Secteur tournant réglé 4 10 p. 100 G =10.Log. = 1.) 
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EPAISSEUR’ LONGUEURS D'ONDES COEFFICIENT LOG. 
du sérum des égalités de noircissement anes | du. coefiiciont 
oo d’extinction 


centimétres d’ extinction 


dans le sérum, et nous avons vérifié que la somme des absorp- 
tions était égale a l’absorption du sérum entier. 


d og Ky Ny NG j log. ¢ 
T 002s: Ore. Pas d’égalités. 
0s 90= series Pas d’égalités. 
OSUS 222s. Pas dégalités. 
0,70 4 860 1,42 + 0,48 
0,60 4.720 1,66 + 0,22 
0,50 4 630 | 3.678 | 3 200 2,00 + 0,30 
0,40 4 580} ~3.800 | 3 630 | 3.300-3.130 2,50 + 0,39 
0,30 4.380 |< 3.830 | 3.430 | 3.090 3,33 + 0,54 : 
0,20 4.215 | 3.950 3.050 5,00 + 0,69 
0,40 4.480 | 4.080 3.000 10,00 + 4,00 
0,09... .| 4 430 2.990 14,14 +4,04 
0.08 2.980 12,50 + 4,09 | 
0,07 2.970 14,28 + 4,48 
0,06 2.960 16,66 + 41,22 
0,05 2.950 20,00 +41,30 
0,04 2.930 25,00 + 4,39 | 
. 0,035 2 920 2.495 28,57 +445 
0,030 2.900 | 2.380 | 2.465 33,33 + 4,52 4 
0,025 2.880 | 2.625 | 2.450 40,00 + 4,60 | 
0,020 2.860 | 2.690 | 2.435 50,00 + 41,69 | 
0,015 2.780 2.415 66,66 + 1,82 a] 
C5010 2s 2.390 100,00 + 2,00 i 
O005 27 ee 2 345 200,00 4 2,30 j 
OF 0 0dr cesar Pas dégalités. r| 
La figure 3 représente la courbe en fonction de « correspondant a | 
: ce sérum. Le calcul de « a été fait par la formule : i 
1 foyet Hl 
oe Log. =] -!. ‘i 
ey 
Fi 
6° SPECTRES D’ ABSORPTION Hl 
ie DES DIFFERENTES FRACTIONS PROTEIDIQUES DU SERUM. i 
: an 
. Nous avons, en partant du sérum de cheval normal, isolé yl 
“3 les différentes fractions protéidiques de ce sérum. Nous en | 
: avons fait les spectres d’absorption en solution dans l’eau | 
physiologique 4 la méme concentration (4 p. 100) et A pH.7. 
Ensuite nous avons fait les spectres d’absorption de ces diffé- — 
rentes fractions 4 la concentration 4 laquelle on les trouve — 
~ 


a) PREPARATION DES FRACTIONS PROTEIDIQUES DU SERUM DE. 


¢ 


442 ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 


cuevaL. — Nous avons choisi la méthode d’Hofmeister [34] 
au sulfate d’ammonium. 


250 cent. cubes de sérum de cheval normal sont additionnés d’une 
égale quantité d’une solution saturée et neutre de sulfate d’ammo- 
nium. On abandonne & 37° pour une demi-heure. I se forme un pré- 
cipité, composé des globulines, que l’on sépare par centrifugation. 

Le liquide surnageant, qui contient les albumines, est mis a dialyser 
dans un sac de collodion sous pression de quelques centimétres de 
mercure contre l’eau distillée. La dialyse est poursuivie pendant huit 
jours & la glaciére, en ayant soin de changer l’eau distillée deux fois 
par jour. Le sulfate d’ammonium est ainsi éliminé et par augmen- 
tation de la pression on arrive A obtenir une solution concentrée 
d’albumines qui _méme précipitent lorsqu’elles sont arrivées 4 leur 
point isoélectrique. On peut les redissoudre en ajustant la valeur 
du pH 47 par addition de soude faible. La concentration de Ja solution 
est déterminée par dosage d’azote sur 1 cent. cube de solution. Le 
coefficient de passage du poids d’azote trouvé & celui des albumines 
est pris égal a 6,25. 

Le précipité qui est formé par les globulines est redissous dans 
50 cent. cubes d’eau distillée. On les reprécipite par addition d’un 
volume égal de la solution saturée et neutre de sulfate d’ammonium. 
On abandonne encore une fois pour une demi-heure a 37° et on recueille 
le précipité par centrifugation. Ce précipité, dissous dans le minimum 
d’eau distillée, est mis 4 dialyser pendant huit jours a la glaciére contre’ 
de l’eau distillée que lV’on renouvelle deux fois par jour. Le sulfate d’am- 
monium est ainsi éliminé et les euglobulines insolubles dans l’eau 
distillée précipitent, cependant que les pseudo-globulines solubles res- 
tent en solution. On sépare alors par centrifugation les euglobulines 
que l’on débarrasse des traces de pseudo-globulines par plusieurs lavages 
a Veau distillée. On les redissout par addition de chlorure de sodium et 
d’un peu de soude jusqu’a pH 7. Le titre de la solution est connu par 
dosage de l’azote contenu dans 1 cent. cube de solution (coefficient ‘de 
passage = 6,40). 

Les pseudo-globulines contenues dans le liquide surnageant sont ajus- 
tées & pH 7 et dosées comme les euglobulines (méme coefficient de 
passage). 


b) SPECTRES D’ ABSORPTION DES EUGLOBULINES, DES PSEUDO- 
GLOBULINES ET DES ALBUMINES. — Nous avons photographié les 
spectres d’absorption de ces substances en‘ solution A 1 p. 100 
dans l'eau physiologique et A pH 7. Nos résultats concordent 


avec ceux énoncés par Judd Lewis [7]. L’examen de la figure 4 


nous montre que : 
Les trois fractions possédent une courbe analogue & celle 


du sérum total, en ce qui concerne la position du maximum 
et du minimum d’absorption. 


Le coefficient d’extinction du maximum est & peu prés Ie 


a TR eg ay 


f = 
= 
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méme pour les albumines et les pseudo-globulines. Celui des 
euglobulines est notablement plus élevé. 

Le coefficient d’extinction au minimum est de beaucoup le 
plus bas pour les pseudo-globulines, alors qu’il est & peu prés 
le méme pour les deux autres fractions. 

La différence d’amplitude entre le maximum et le minimum 
est la plus grande pour les pseudo-globulines et la plus faible 
pour les albumines. 

On voit; par tous les caractéres ci-dessus énoncés, que les 
euglobulines ‘se rapprochent des pseudo-globulines alors que 


hanes 
ala conce fration Ou elles sont 
dans le $érum de cheval 


pens Eisiscdtines” | . 


— Euglobulines 
---Albumines 


ab K 
3000 2500 2.000 Aen A? 


Fic. 4. 


les albumines s’en éloignent nettement, ce qui n’implique pas 
forcément, comme le pense H. Chick [35], que les deux globu- 
lines ne sont qu’une modification l’une de l’autre. 


c) SPECTRES D’ABSORPTION DES FRACTIONS PROTEIDIQUES A LA 
CONCENTRATION OU ELLES SONT DANS LE sERUM. — Nous avons 
fait le dosage des trois fractions protéidiques sur le sérum de : 
cheval d’ot elles provenaient. Nous avons trouvé 


PHOieidesebOtamiges cay coher ree ons asians 75 gr. 25 par litre. 
GLobulines:totalesn sa. est ote cau ene het 46 gr. 14 — 
SEO UIMOS ey aca ay clase ales Magny Teel 3 20 gr. 60 — 
Deeudoelowulimesise mn. aretey wes ise sy =i ieie sors 25 gr. 08 — 
PMID UMMM Sere were saa tate ease Ais aees< vc jetereniesd eee ee ee 29 gr. 70 _ 


D 
- 
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tions dans l’eau physiologique & pH 8,2 (pH du sérum utilisé) 
a des concentrations qui sont respectivement celles trouvées : 
dans l’analyse du sérum. La figure 5 représente ces résultats. : 
On y voit aussi la courbe d’absorption du sérum entier d’ou ; 
ont été isolées les fractions utilisées. On peut remarquer : 

Que le coefficient d’extinction au maximum pour le sérum 
est égal A 80 et qu’il est A trés peu prés égal & la somme des 


a la concentration 


de 4p1o0 pH-F 


sue eugldbulines de cheval 


— pseud globulines de neh 


--- albuminesde cheval 


0 
4000 3000 2000 ~ 1000 en A 
Fic. 5. 
3 
trois coefficients d’extinction au maximum oo: chaque frace 
tion : ; See 


ex euglobulines + ew pseudoglobulines + <x albumines = 84,2. 
28,2 ae + 28,0 +. 28,0 = 84,2 
i 
Qu’il en est de méme pour le coefficient a extinction au 
minimum : ¢, du sérum = 35. . 
Somme des coefficients d’extinction des fractions pot 
diques : Stee = 


em euglobuline + em pseudoglobulines + Em albumines == Bly ‘ i 4 
44,3 + 5,0 Sie c oye O omer =31 
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° SPECTRE D ABSORPTION D’UN SERUM HUMAIN 
DONT LE RAPPORT EUGLOBULINES/PROTEIDES TOTAUX 
A ETE AUGMENTE ARTIFICIELLEMENT. 


Un sérum humain a été divisé en deux parties. Sateneur 
en protéides totaux était de 66 gr. 9 par litre. Une partie de 
ce sérum a servi 4 en extraire les euglobulines. Celles-ci ont 
été dissoutes dans l’autre partie. On avait alors un sérum 
contenant 406 gr. 3 de protéides totaux par litre. Nous avons 
ramené cette teneur & sa valeur primitive par addition d’eau 
physiologique. Nous avons vérifié par dosage que la dilution 
avait été bien effectuée. On a obtenu ainsi un sérum dont le 
rapport englobulines/protéides totaux est fortement augmenté. 
Ce rapport dans notre expérience était égal & 46, alors que le 
sérum humain qui avait servi présentait un rapport égal 4 27. 
La proportion des euglobulines par rapport aux autres consti- 
tuants protéidiques est beaucoup plus élevée que dans le sérum 
normal. Chorine et Gillier [32] ont montré. qu’un tel sérum 
possede toutes les propriétés sérologiques d’un sérum palu- 
déen. Dans le cas de notre expérience la floculation du sérum 
normal dilué au 1/10 dans 1’eau distillée (réaction de Chorine) 


- donnait un chiffre égal 4 2 au photométre de Vernes, Brick - 


et Yvon, alors que le sérum artificiellement enrichi en euglo- 
bulines présentait une floculation égale A 140. 

Les spectres d’absorption de ces deux sérums photogra- 
phiés dans les mémes conditions par rapport a l’eau physio- 
logique se sont montrés identiques, aux erreurs d’expériences 
“pres. . 

On voit donc bien que si les différentes fractions protéi- 
diques du sérum présentent entre elles des différences quan- 
titatives dans leurs spectres d’absorption dans 1’ultra-violet, 
ces différences sont trop faibles par rapport au pouvoir 
d’absorption considérable de ces protéides pour pouvoir étre 
mises en évidence dans des sérums ow la proportion de ces 
fractions varie sans que la teneur totale en protéides change 
beaucoup. Or ceci est le cas de plusieurs sérums pathologiques 
et notamment le cas des sérums paludéens. Cela pouvait 
~ d’ailleurs ‘se prévoir puisqu’on sait qu’un mélange convenable 
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d’acides aminés a les propriétés d’absorption d’un sérum et 
que, d’autre part, les différentes fractions protéidiques du 
sérum ne sont que des combinaisons d’un nombre plus ou 
moins élevé d’acides aminés. 


CONCLUSIONS. 


1° Le spectre d’absorption dans Vultra-violet du sérum 
normal et celui du sérum paludéen sont identiques et pour la 
position du maximum et du minimum d’absorption et pour 
les coefficients d’extinction de ces deux points. 

2° Le maximum d’absorption du sérum normal ou paludéen 
se trouve vers 2.775 A. Son coefficient d’extinction est en 
moyenne de 39 pour le sérum normal et de 55,5 pour le sérum 
paludéen. On peut considérer ces valeurs comme égales, étant 
donné les conditions expérimentales et les erreurs inévitables. 

3° Le minimum d’absorption du sérum normal ou du sérum 
paludéen est placé vers 2.520 A. Le coefficient d’extinction 
de ce point est égal & 25 pour le sérum normal et 4 24,8 pour 
le sérum paludéen. 
Coefficient d’extinction au maximum 
Coelficient d’extinction au minimum 
a 2,3 pour le sérum normal et 4 2,2 pour le sérum paludéen. 
On peut considérer ces rapports comme égaux. 

0° Le sérum normal ou paludéen séparé du caillot quatre 
heures ou vingt-quatre heures aprés la coagulation du sang 
présente le méme spectre d’absorption. 

6° Le sérum hémolysé montre dans le proche ultra-violet 
deux minima et un maximum situés pour les deux premiers 


points & 3.800 A et A 3.200 A et pour le maximum a 3.400 A. 


4° Le rapport est égal 


7° Le sérum des paralytiques généraux peut étre spectro-— 


graphiquement considéré comme sérum normal. Un seul cas 
examiné de sérum de malade atteinte de délire aigu nous a 
donné aussi un spectre normal. 


8° Les trois fractions protéidiques du sérum, a savoir les 


euglobulines, les pseudo-globulines et les albumines présen-— 


tent une courbe d’absorption analogue a celle du sérum. Les 
longueurs d’onde du maximum et du minimum de ces frac- 
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tions peuvent étre considérées comme étant les mémes que 
celles du sérum. 

9° Les euglobulines ont un coefficient d’extinction au 
maximum plus élevé que celui des deux autres fractions, qui 
présentent & ce point de vue des valeurs sensiblement égales. 

10° Les pseudo-globulines ont un coefficient d’extinction 
au minimum plus bas que celui des deux autres fractions. 

41° Les caractéres spectrographiques d’absorption rappro- 
chent les euglobulines des pseudo- globulines. Les albumines 
s’en éloignent nettement. 

12° L’absorption d’ un sérum dans la région ultra- aie 
qui s’étend de 3.000 A a 2.400 A (absorption due aux protéides 
sériques) est égale 4 la-somme des absorptions des trois frac- 
tions ee la concentration ot elles se trouvent dans 
le sérum. 

13° Les variations naturelles du rapport Sreielmisace ire. 
téides totaux, variations qui influent sur certaines propriétés 
sérologiques des sérums, sont sans influence sur le spectre 
d’absorption du sérum. Cela se concoit si Yon songe a la 
grande opacité des protéides sériques pour les rayons ultra- 
violets, opacité qui varie peu d’une fraction a l’autre. 

44° Une trés forte augmentation du rapport euglobulines/pro- 
téides totaux, provoquée artificiellement par addition d’euglo- 
bulines, laisse le spectre d’absorption du sérum inchangé. 
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SUR LE DEVELOPPEMENT DE PROTEUS AER 
EN ANAEROBIOSE 


|. — LES NITRATES ACCEPTEURS D'HYDROGENE 
il.— LE GROUPEMENT —SH FACTEUR DE DEPART 


par MapreLeine MOREL.- 


(Service de Physiologie microbienne de l'Institut Pasteur.) 


I. — LES NITRATES ACCEPTEURS D HYDROGENE. 


On sait depuis longtemps que Proteus vulgaris peut se déve- 


~ lopper en anaérobiose dans les milieux usuels (Hauser, 1885). 


Quoique le développement de ce microbe dans un milieu de 
constitution ‘chimique connue n’ait été obtenu qu’en 1988 par 


Fildes, un certain nombre de travaux relatifs aux composés 


ternaires susceptibles d’agir soit comme donateurs, soit 
comme accepteurs d’hydrogéne, avaient cependant été publiés 


-antérieurement. Le tableau I donne les résultats relatifs aux 


principaux composés carbonés étudiés comme donateurs d’hy- 


-drogéne par Quastel et Wooldridge (4925), résultats confirmés 


yar Braun et Vasarhelyi en 1932. Quastel et Wooldridge, 


Braun et Vasdrhelyi ont également montré que le Proteus 
- peut activer comme accepteurs d’hydrogéne : trés énergique- 


ment les nitrates, légérement l’acide fumarique et d’une facon 


; -négligeable les acides malique et aspartique. I] devait étre 
_ possible, par couplage de donateurs et d’accepteurs convena- 


a d’obtenir une croissance anaérobie du Proteus. Effecti- 
-vement, Quastel et Stephenson (1928) ont montré qu’en pré- 
sence de lactate comme donateur d’ hydrogéne, la croissance — 
-anaérobie du Proteus était possible avec un nitrate comme 


- accepteur, mais non avec le fumarate, le malate et l’aspar- 
tate de sodium. Tl faut remarquer cependant avec Knight que 
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TasteAu 1. — Gomposés pouvant servir de donateurs d’hydrogéne 
pour Proteus vulgaris. 


QUASTEL (4) 
BRAUN (2 
QUASTEL 


Acide fumarique. . . 
Acide tartrique (1). . 
Acide malique (l) . . 
Acide malique inactif. 
Acide glutarique. . . 
Acide citrique. . . . 
Acide glutamique . 
Glycérol 


. 


Acide, formique .. . 
Acide acétique. ... 
Acide propionique. . 
Acide butyrique. . . 


Acide lactiques ss 2: 
Acide pyruvique. . 
Acide oxalique. ... 
Acide malonique. . . 
Acide succinique. . . 


foot+++4+ 
+ st+oto+ 
tHoostot 


(1) Quastel et Wooldridge (1926). 

(2) Braun et Vasarhelyi (1932). 

+, décoloration du bleu de méthyléne en présence d'une suspension de Proteus dans 
une solution saline, en présence du substrat étudié comme donateur; 0, pas de décolo- - 
ration. 


exigence supplémentaire pour le milieu nutritif soit la substi- 
tution d’un accepteur d’hydrogéne & Voxygéne de Lair ». Il 
est en tout cas certain que le bouillon apportait au milieu de 
l’acide nicotinique, que l’on sait aujourd’hui étre indispen- 
sable au Proteus. Fildes (1938) a montré, en effet, que le 
Proteus ne peut étre cultivé en milieu synthétique simple 
qu’en présence d’acide nicotinique, qui est le seul facteur de 
croissance pour cette bactérie. Il était donc intéressant de 
reprendre la question de la croissance du Proteus en anaérobiose 


dans un milieu synthétique, en présence d’acide nicotinique. — 


Toutes nos expériences ont été faites avec la souche X 419 
« Syrie » de la collection de l'Institut Pasteur. Cette souche 
a été adaptée au milieu synthétique glucosé et entretenue 
dans ce milieu. Le milieu de base employé est le milieu de 
Lwoff et Querido (1938), dans lequel la concentration en phos- 
phate a été doublée : 


Phosphate: monopotassique... .. 2 0% saes 9 grammes. 

~ Chlorure de potassium i cei seers Ogr. 5 
Sulfate d'ammonium,. <. .2. 2 2) 2) £oe mens eke 0 gr. 75 
Sulfate de -masnésium 7: 2s sie te ees 0 gr. 05 
Bawsbidistillées 6... ae cela e all nb eter aes 1.000 cent. cubes. 


Soude 4 40 p. 100, q. s. pour pH 7,5. 


iF enseiceay nee 


nae 
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Pour les expériences en aérobiose, le milieu est réparti 
dans des tubes & essai, & raison de 5 cent. cubes par tube ; 
pour les expériences en anaérobiose, dans des tubes de Wein- 
berg, a raison de 2 cent. cubes par tube. Apres stérilisation, 
on ajoute dans chaque tube : 

1° I goutte de la solution suivante 


a 
a“ 


CHELAT Os eer Mie een chet ay! ee ane sea tan ay 0 gr. 1 
Chiernresdescalicimm >t. sr eaters) aul wh *— eer. A 
Bat Didistwtlee sec = eo snc RAD Tistes ate eter 4100 cent. cubes. 


2° I goutte d’une solution d’acide nicotinique a4 1 x 10—. 

3° I goutte d’une solution 4 15 p. 100 de l’aliment carboné 
choisi. © . 

Nous savons déja que le glucose et l’acide lactique (Fildes) 
conviennent trés bien a la croissance du Proteus. Nous avons 
pu aussi adapter une souche de Proteus au pyruvate, au suc- 
cinate et au fumarate (sels de sodium). Mais, alors qu’en 
présence de glucose, les cultures de Proteus se développent 
trés bien dans des tubes & essai, nous n’avons obtenu une 


TaBLEAU Il. — Croissance de Proteus vulgaris 
en présence de différents composés carbonés 
(Vaprés Quastel et Stephenson 1925) 


ACCEPTEURS D'HYDROGENE 


DONATEURS 


@hydrogéne Acides fumarique 


spark ee 
Oxygene malique, aspartique Nitrate 


Acide lactique .. . 
Glycérol 

Acide glutamique. . . 
Acide succinique. . . 
Acide acétique . .°. .- 


Swe 


Acide fumarique. . . 
Acide malique ... 
Acide aspartique. . . 


ee rion ee 
ooocecooe & 
+++et4+ $+ 


SFT TF 


-+-, culture abondante; (4-), culture nette mais peu abondante; 0, pas de culture visible. 


multiplication abondante avec les souches adaptées aux autres 
substrats qu’d condition d’effectuer les cultures dans des fioles 
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d’Erlenmeyer de 100 cent. cubes, contenant chacune. 410 cent. 
cubes de milieu. Nous avons alors tenté la culture en anaé- 
robiose compléte avec les souches adaptées aux différents 
substrats, et nous avons constaté, que dans le milieu indiqué, 
seul le glucose permet la croissance anaérobie du Proteus. 
Mais si nous ajoutons au milieu du nitrate de potassium 4 
raison de 2 p. 4.000, ce nitrate, activé par le Proteus, peut 
étre utilisé comme accepteur d’hydrogéne et remplacer alors 
Voxygéne de lair. Le Proteus, dans un milieu renfermant 
un nitrate, se développe en anaérobiose en présence de lac- 
tate, de pyruvate, de fumarate et de succinate. Nos résultats 
sont résumés dans le tableau HI. 


Tasieau II], — Croissance du Proteus en milieu synthétique 
en présence d’acide nicotinique. 


ANAEROBIOSE 
AEBROBIOSE 
ALIMENT CARBONE 


milieu seul a1 
Milieu seul mae Bye 


Glucose 

Acide lactique .. . 
Acide pyruvique . ... 
Acide succinique. . . 
Acide fumarique. . . 


0, pas de développement; +, développement trés abondant. 


Nos expériences confirment done celles de Quastel et 
Stephenson (1925) pour les acides ‘fumarique, succinique et 
lactique. Nous constatons en outre que le pyruvate de sodium 
convient trés bien a la croissance anaérobie du Proteus en 
présence de nitrate de potassium. 


Il. — Le GroupemMenr —SH, 
FACTEUR DE DEPART EN ANAEROBIOSE. 


Les résultats précédents ont été obtenus par ensemence- 
ment large : pour 2 cent. cubes de milieu, I a II gouttes d’une 


culture de vingt-quatre heures, dont la densité optique a — 


2 
fat esrinkenesnaeis he does dies 


a a auld ik 


Nee ae 
hd sad 


ee ee 
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l’électrophotométre de Meunier est environ 80 & 400 (une 
unité correspond & une diminution de la densité optique de 
0,005 pour une lumiére filtrée de > moyenne efficace de 
0,55 », Péparsseur utile de la cuve étant de 40 millimétres). 
Avec des ensemencements faibles (I goutte de la méme culture 
diluée dix fois), méme en milieu au glucose, nous avons cons- 
taté une grande variabilité dans les résultats : le départ de la 
culture peut étre immédiat, il peut é¢tre retardé de quelques 
jours, il peut méme ne pas avoir lieu du tout. Nous n’avons 
jamais pu obtenir de culture en pratiquant l’ensemencement 
avec une souche diluée cent fois. Mais, en ajoutant au milieu 
I goutte d’eau peptonée & 2 p. 100 ou un composé contenant 
du soufre réduit, tel que le glutathion, la cystéine ou le sulfure 
de sodium, nous avons obtenu des cultures trés réguliéres, 
méme avec des ensemencements tres faibles, alors que les 
témoins restaient négatifs (v. tableau IV). Le soufre réduit 


TasLeau IV. — Développement du Proteus en anaérchiose 
aprés ensemencement faible en milieu glucosé. 


Milieu témoin . .|Pas de culture aprés 7 jours. 
Milieu témoin + eau peptonée Départ en 24 heures. 
Milieu témoin + glutathion 2,5 x 10—¢6. . . .|Départ en 72 heures. 
Milieu témoin + glutathion 2,5 x 10-7. . . .|Départ en 96 heures. 
Milieu témoin + cystéine 2,5 « 10 —5 Départ en 24 heures. 

| Milieu témoin + Na,S 2,5 K 10-6 Départ en 24 heures. 


L’ensemencement a 616 effectué avec I goutte d'une souche de 24 heures en milieu 
glucosé diluée 100 fois. 


n’agit pas ici.comme facteur de croissance, mais comme fac- 
teur de départ. Nous avons pu, en effet, entretenir une souche 
de Proteus en anaérobiose par repiquages en série (repiquages 
avec I goutte d’une culture anaérobie) ; nous avons pu ainsi 
effectuer 6 passages successifs, sans addition d’aucune sub- 
stance au milieu synthétique de base glucosé, ce qui corres- 
pond a une dilution du milieu de culture initial'de 3 x 410°. 
Par ailleurs, dans le cas d’ensemencement faible ot le soutre 
réduit favorise le départ des cultures, il n’y a aucune relation 
entre les quantités de soulre réduit présentes dans le milieu 
et la croissance du Proteus. Le développement étant com- 
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mencé, les cultures atteignent toutes environ la méme densité 
optique. Notons que Quastel et Wooldridge (1929) ont constaté 
que la cystéine 4 la concentration de 8 x 10~, et divers com- 
posés contenant du soutre réduit, inhibent la one anaé- 
robie, alors qu’ils sont sans effet sur la croissance aérobie du 
B. coli. Mais la concentration. de cystéine que nous employons 
est environ trente fois plus faible que celle utilisée par les 
auteurs anglais. 


Discussion. — Pour Hosoya et Kishino (1925); les groupe- 
ments —SH sont nécessaires au développement des anaéro- 
bies stricts. Quastel et Stephenson (1926) montrent qu’une 
quantité minimum de —SH doit étre présente pour établir le 
potentiel d’oxydo-réduction convenable pour la croissance du 
Clostridium sporogenes. Par ailleurs, Knight et Fildes (4930) 
considérent que Eh = + 0,4 volts est Je potentiel limite supé- 
rieur permettant le développement in vitro de Cl. tetani. Ul 
est donc possible que, dans le cas d’anaérobies stricts, les 
groupements —SH agissent en établissant un certain poten- 
tiel d’oxydo-réduction. 

Cette explication ne peut étre valable pour le cas du Proteus, 
organisme anaérobie facultatif dont le développement aérobie, 
méme a partir de cultures ensemencées trés faiblement, 


n’exige pas l’addition de —SH au milieu de culture. 1 sembte" 


que nous devions plutot recourir ici 4 une interprétation voi- 


sine de celle donnée par Volkonsky (1932) au sujet du besoin a 
de —SH chez les Saprolégniacées : si les Saprolegnia, orga- 


nismes aérobies, ont besoin d’une source de soulre réduit, 
eest qu’ils ont perdu le pouvoir de réduire lion SOt——. 
Fildes et Richardson (1937), étudiant la nutrition de Staphylo- 
coccus aureus en milieu synthétique, trouvent également que 


le soufre doit étre fourni sous forme réduite et ils considérent — 
que ceci est lié & Vimpossibilité de réduire les sulfates. Nous 


pouvons interpréter nos expériences de la maniére suivante : 
cest quils ont perdu le pouvoir de réduire Vion SO*——. 


_puisqu’il peut se multiplier avec un sulfate comme seule source 


de soufre. En anaérobiose, ce pouvoir existe également, ‘puisque 
les souches peuvent étre entretenues aussi avec un sulfate” 
comme aliment sulfuré. Mais il est probable que la présence. 
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-_ d’une certaine quantité de soufre réduit dans le milieu est 
~~ _- nécessaire en anaérobiose pour le départ de la culture, puisque 

le développement, en l’absence d’oxygéne, se produit uni- 


zy 
— quement soit aprés ensemencement large, soit apres soi 


é d’une source de soufre réduit. 


* an 


— 


Résumé. — 4° Proteus vulgaris peut se développer en anaé- ~ 
-robiose dans un milieu ans additionné d’acide nicoti- 
nique. -~ 

2° Alors qu’en: aérobiose, le glucose, les acides .—pyruvique, 
- Jactique, fumarique et succinique peuvent servir d’aliments 

~_-carbonés, le glucose seul parmi les substances ‘étudiées peut 


accepteur d’hydrogéne. 

ike Cependant, les acides pyruvique, lactique, succinique et 
_ fumarique peuvent assurer la croissance du Proteus en anaé- 
robiose en présence d’un accepteur d’ hydrogéne convenable- 
ment choisi : le nitrate de potassium. 


Bfhios. ne se développent qu ‘aprés ensemencement relative- 
ment abondant. Apres ensemencement moyen, le départ de 


P étement inhibé. Aprés ensemencement faible, il n’y a jamais 
_malement. en aérobiose.. . 

aN Fe addition au milieu de culture d’une source de soufre 
réduit : : glutathion, cystéine, sulfure de sodium, permet le 
ae immédiat Se Cun en seeerroble’’: méme ee 


passanice | anaérobie du Proteus ensemencé faiblement. 


4° Dans le milieu oe utilisé, les cultures en anaé- 


étre utilisé en anaérobiose dans le milieu non additionné d’un — 


a multiplication est, soit retardé de quelques oa, soit com- 


développement. en. anaérobiose, alors qu ‘il se a nor- | 


et 


SH Paptecchinnt a un facteur “do dinact | pour ae 
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ASSOCIATION. DES MICROBIOLOGISTES 
DE LANGUE FRANCAISE 


(Institut Pasteur, 25, rue du Docteur-Roux, Paris, 15°.) 


Séance du 6 novembre 1941. 


Présidence de M. JAcQuES TREFOUEL. 


COMMUNICATIONS 


EPREUVES NEGATIVES DE TRANSMISSION 
PAR L'ANOPHELE D'UNE SOUCHE ANCIENNE — ; 
DE PALUDISME D'INOCULATION (PLASMODIUM VIVAX) 


—< 
par E. ROUBAUD, V. CHORINE et P. GUIRAUD. 


Le danger possible de diffusion du paludisme par les Anophales ae 
présents dans le voisinage des centres de paludothérapie a été 
envisagé a différentes reprises. Si certains (1) affirment que ce 

a danger est négligeable, les souches plasmodiennes formant rare- _ 

: ment des gamétocytes au cours des passages successifs d’ homme 
a homme, d’autres plus nombreux (Engel, Muhlens et Kirsch- — 
baum, Ruge, Michel et Maas, etc...) sont d’ opinion contraire. 
Fischer et Martini (2), avec une souche de Pl. vivar au cent 
scixante-cinquiéme passage mécanique d’homme a homme, Ciuca _ 
et ses collaborateurs (3), au cent deuxiéme passage, ont ‘infecté 
aisément des Anopheles. 

Nous versons au débat le résultat des expériences ci-apres co 


(1) Barziat-VIVALDI et Kaupers. Zeitschr. Hog: u. Infektionskr., 1924, 4 
TAA. 

(2) Cités par H. Ruce. Arch. f. Schiffs-u.-Trop. Hyg., 1928, 32, 237. 
(3) M. Cruca, L. Batu, M. ‘Cnetarescu-Vieru. Bull, Soc. Path. enot., 19. 
27, 330. 


ont pore sur une souche Pl. vivax d’ ates tReeretaie. 
Pe beaucoup plus ancienne puisqu’elle est exe eume depuis Panrige 
1923 a l’Asile-Clinique de Sainte-Anne, a Paris. 


~ yoie de transmission mécanique chez l’homme et n’ayant jamais 
_repris contact avec |’Anophéle au cours de cette longue période, 
forme encore des gamétocytes dés les premiers acces, en nombre 
faible mais théoriquement suffisant es permettre Vinfection des 
moustiques. 

_ Nous avons éprouvé, dans deux séries d’essais, -Vaptitude de 
- cette souche a évoluer chez l’Anopheles maculipennis. Les mous- 
_ tiques fraichement issus d’élevages au laboratoire, appartenaient 
a la variété atroparvus, dont on connait le réle infectant en Europe 
septentrionale. Pour les besoins des expériences, ils étaient trans- 
_portés de l'Institut Pasteur a V’Asile de Sainte-Anne, en cages de 
- Roubaud, placées a 25° C en bouteilles thermos. Afin d’accroitre 
les chances d’infection, nous avons répété les repas infectants 
ae un méme- lot de femelles et sur des malades différents, a plu- 
 sieurs jours d’ ‘intervalle, les cages étant appliquées sur la région 
a Conbire ou dorsale. Apres le repas, les moustiques étaient. main- 
_tenus & 25° C, sans autre nourriture que de l’eau. 


- Exprrience n° 1. — a) Repas infectants. — Le 5 avril 1941, 
32 femelles ee nouvellement nées font un premier repas de 
* sang sur M™ L..., paralytique générale, impaludée le 12 mars par 
injection sous-cutanée de sang palustre. La malade est A son sixiéme 
--accés, avec présence de gamétocytes rares. La plupart des moustiques 
se gorgent, au moins partiellement. 

‘Le 7 avril, au cours du huitiéme— acces, les moustiques font un 
_deuxiéme repas infectant sur M™ L... (présence de peiciocgias tres 
FAECES). 67 

Le 8 avril, “les moustiques sont portés sur une deuxiéme malade, 
Mze F..,, impaludée le 23 mars et & son quatriéme accés. Toutes. les 
- femelles se gorgent a nouveau fortement. Le 10 avril, quatriéme 
as infectant sur M™° F,.. (cinquiéme accés, présence de gamé- 
tocytes rares). Le plus grand nombre des moustiques Sheri encore 


Du Il- 16 avril, les moustiques, maintenus A 25° sans nouveau repas, 
mt mis — A pondre. 9 d’ entre eux sont ges Aucune infection 
st décelée. 


stantes sont portées sur une malade paralytique non impaludée, 


“Une femelle sacrifiée et disséquée ne montre pas d’infection. 
Le 21 avril, tous les moustiques piquent activement Mme S... Le 


rie de piqutres de transmission). Du 23 au 25 avril, 12 femelles 
et ee ne révélent aucune infection sporocystique 
ire. Mme §..., suivie poguniy tomes pendant plus d’un mois, 


-- Nous avons constaté que ce virus, nicpucmmert conservé par 


ib). Repas de inansmission. — Les 17 et 19 avril, les 23 femelles 


La plupart piquent, mais un petit nombre se gorgent de~ 


eG dentre eux se gorgent encore sur le méme sujet (quatriéme 
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ne contracte pas d’infection palustre. Son sang demeure constamment 
négatif a pesenien Le 23 mai, cette malade est inoculée par voie 
intraveineuse avec du sang de malade impaludée ; elle fait son 
premier accés le 26 ; V'infection évolue normalement. 


EXPERIENCE N° 2. — a) Repas infectants. — Le 12 juin 1941, une 
quarantaine de femelles récemment écloses sont mises 4 piquer sur 
une malade paralytique générale, Mm™° B..., impaludée le 26 mai ‘et 
4 son septiéme accés. On dénombre : 3 gamétes pour 566 leucocytes, 
cu 36 gamétes par millimétre cube de sang. Les moustiques font un 
repas de sang abondant. Le repas infectant est renouvelé sur la méme 
malade le 14 juin, repas partiel. Le 16 juin, les moustiques sont portés 
sur une deuxiéme malade M™ Ca..., impaludée le 30 mai et a son 2 
troisiéme accés. La~numération donne : 6 gamétes pour 260 leuco- 
cytes, ou 122 gametes par millimétre cube de sang. Tous les mous- 
tiques se gorgent. Le 18 juin, ils refont un quatriéme repas infectant 
sur M™e Ca... | 

b) Repas de transmission. — Le 21 juin, aprés leur ponte, les 
35 femelles restantes sont portées sur M™° L..., paralytique générale 
non impaludée, qu’elles piquent abondamment, Les repas de trans- 
mission sont réitérés sur le méme sujet le 23, le 25 et le 27 juin. gi 

La malade, suivie pendant prés d’un mois, n’a jamais présenté 
d’accés palustre, ni de parasites dans le sang. Inoculée le 21 juillet 
avec la méme souche de virus prise 4 l'homme, elle fait son premier 
accés le 24 juillet et s’infecte normalement. Aucun des moustiques 
examinés de cette série n’a décélé d’infection. 


De ces essais, que nous nous proposons de reprendre par. la 
suite, nous croyons permis de conclure que la souche de Pl. vivax 
utilisée a |’Asile-Clinique de Sainte-Anne, dans le service de Pun ~ 
de nous, ne présente plus un pouvoir infectant normal pour les 
Anophéles. Malgré la persistance d’apparition des gamétocytes, 
en quantité suffisante pour permettre Vinfection des mousti- 
ques (4), cette souche n’a pas infecté des Anopheles placés dans 
des conditions qui auraient pu favoriser au maximum leur conta- 
mination. Nous pensons qu’il y aurait avantage A utiliser des 
souches analogues, peu ou non réceptives pour les Anophéles, 
dans les centres de paludothérapie ot les malades peuvent étre 
exposés a étre piqués par des moustiques venus de l’extérieur. 


(Institut Pasteur : Groupe des services de Parasitologie 
et Service du D* Guiraud a l’Asile-Clinique de Sainte-Anne.) 
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M. Mollaret, s’appuyant sur l’expérience clinique de la paludo- — 
thérapie expérimentale poursuivie 4 la Salpétriére avec une souche — 


(4) SWELLENGREBEL et ses collaborateurs notent qu’en Hollande des porteurs 
sains de Pl. vivax renfermant un parasite pour 1.000-leucocytes sont aptes 


pays 2 les Anophéles. Koninkl. Akad. Wetensch. Amsterdam, 1937, 40, Es 
68. : 2 
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d’hématozoaires entretenue depuis onze ans, confirme les obser- 

vations de MM. Roubaud, Chorine et Guiraud. La production des 
_ _ gameétocytes, contrdlée au cours des passages, a toujours été en 
_-~ satténuant. L’épreuve de Texflagellation pratiquée vers le 
sepliéme ou huitiéme acces du malade est restée constamment 
2 négative. D’autre part, malgré la présence, en été, a la Salpé- 
_ triere de moustiques nombreux, parmi lesquels existent des 
Anopheles, il n’a jamais été observé de contamination. Il y a 
avantage a utiliser, pour la paludothérapie, non pas une souche 
quelconque d’hématozoaires, mais une souche entretenue depuis 
longtemps, dont les caractéres présentent une fixité suffisante et 
dont la transmission par les moustiques, bien que restant peut- 
étre théoriquement possible, a pratiquement cessé de se produire. 


INFLUENCE DE L’ANESTHESIE 
SUR LA TRANSMISSION DE LA RAGE 
‘PAR VOIE PULMONAIRE 


par P. REMLINGER et J. BAILLY. 


On sait (P. Durand et H. Sparrow) que Vinoculation par voile 
respiratoire sous anesthésie a l’éther provoque, chez la souris 
notamment, des lésions pulmonaires massives ainsi qu’un déve- 
— loppement local abondant des Rickettsia des virus historique, 
murin et boutonneux. M. Troisier et M’* Sifferlen ont montreé 
d’autre part que, chez le singe et le cobaye, l’anesthésie générale 
permettait de réaliser facilement par simple instillation nasale, 
infection pulmonaire tuberculeuse. Ils ont insisté en outre sur 
le rdle nosogéne du sommeil artificiel ou naturel. Le poumon a, 
-avee la rage, des rapports moins éloignés qu'il ne semblerait 
a priori. Nous avons montré que, dans 38 p. 100 des cas, son 
parenchyme était susceptible de renfermer des neurones parasités, 
- suffisamment’ nombreux pour déterminer, chez les animaux 
d’expérience, méme par simple inoculation musculaire, |’éclosion 
de la maladie. Dans ces conditions, il ne nous a pas paru dénué 
d'intérét de rechercher quel était l’effet de Vanesthésie sur linoeu- 
lation nasale dw. virus rabique. 

Chez des souris blanches ou des souris grises anesthésiées a 
Véther jusqu’a complete résolution musculaire et maintenues 
-suspendues en position verticale, on faisait tomber a l’ouverture 
des fosses ‘nasales, a l’aide d’une fine pipette, II a IIL gouttes 
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‘dune émulsion 4 1 p. 100 d’un virus de rue fraichement eae 
de Vorganisme du chien, La méme instillation était pratiquée — ig 
dans des conditions rigoureusement identiques sur des témoins _ : 
non anesthésiés. Il va “de soi que, dans les 2 cas, le moindre 
contact entre l’extrémité de la pipette d’une part, la peau et la 
eae nasale d’aulre part était évité avec le plus grand soin. 
Sur 27 souris anesthésiées, 9 (33,33 p. 100) ont pris la rage tandis + 
que sur 25 souris non endormies, une seulement (4 p. 100) a 
contracté la maladie. : 

Troisier et Sulferlen, en inslillant dans les narines de la souris, 
sous anesthésie a l’éther, IL gouttes de suspension de BOG ont 
constalé l’arrivée quasi immiédiate du bacille dans les cavités~ 
alvéolaires. De méme, chez des souris anesthésiées a l’éther, on 
laisse tomber a l’ouverture des fosses nasales III fines gouttelettes — 
d'une émulsion a 1 p. 50 de virus de rue. L’ animal est sacrifié 
immédiatement. Les lobes pulmonaires sont extraits 4 l’exclusion | 
de la trachée et des bronches. Le parenchyme, préalablement 
trituré avec du sable, est émulsionné dans de Peau physiologique — 
et l’émulsion inoculée sous la dure-mére du lapin. Trois expé- 
riences ont donné trois résultats positifs. L’émulsion de virus 
rabique imstillée dans les cavités nasales chez la souris anes-_ 
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par la ae ne doit pas figurer 1 une chute piroololane. de 

gouttelettes virulentes au cours a une fausse déglutition. = 
Il semble en résumé que l’influence favorisante- -exercée. ar 

lanesthésie sur les contaminations par® voie respiratoire ne. ss 


limite be aux Rickettsioses et. aux bacilless {pete 


appear générale. L’ anesthésie ne serait-elle oe sistepGuie de. 
favoriser également les vaccinations par voie pulmona 
avons échoué complétement dans des tentatives. oer 
antirabique entreprises cependant avee un micr 
un brouillard a particules d’extréme ténuité. Pet 
riences de cette nature gagneraient-elles _ a étre 
anesthésie. - wade 


(Institut ‘Pasteur de Sander se , 


ee ME ‘Lépine. - — Il me ene: que la premiére applesnon de la 
transmission dun virus par vole pulmonaire aprés anesthésie a 
été réalisée par Smith, Andrewes et Laidlaw en 1933, dans leurs 
_ expériences sur la transmission de Vinfluenza au furet et a la 
souris, suivis peu aprés par Francis et Magill, par Shope, etc. 
A Pheure actuelle, la transmission par vole pulmonaire apres” 
_ anesthésie, principalement chez la souris, est une méthode cou- 
-rante dans l'étude des virus. Elle est employée journellement 
pour la transmission du louping-ill, de la chorioméningite lym- 
" phocytaire, de la psittacose (Hornus), de la lymphogranulomatose 
inguinale (R. Schoen) et de nombre de virus, qui, les uns se 
contentent de traverser le poumon pour déterminer une infection 
générale, et les autres se développent localement en déterminant 
SS des pneumopathies da aspect plus ou moins epee ae: 


M. Nitti. — L’anesthésie inhibe ies réflexes de défense et facilite 
es Vanimal Vinfection pulmonaire par les voies aériennes supé-— 
rieures. Ces. faits sont classiques en ce qui concerne des germes 
figurés, tels que le pheumocoque par exemple. Nous avons encore 
récemment utilisé cette technique avec Lemaire et Coltet, pour 
montr er oe Prolene: des aérosols sulfamidés. 
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; RECHERCHES SUR LA | FREQUENCE 


"par de VERGE et PF. SENTHILLE. 
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NOUVELLES DONNEES SUR LA RELATION EXISTANT 
ENTRE L'ENKYSTEMENT 
ET LA CONSERVATION DU POUVOIR PATHOGENE 
DES AMIBES DYSENTERIQUES, EN CULTURE 


par R. DESCHIENS. 


Dans une communication présentée en 1937 (1) nous avons 
montré que certaines souches d’amibes dysentériques, Enlomoeba 
dysenteria, Councilmar et Lafleur 1893, conservées a état végé- z 
tatif, voyaient assez rapidement décroitre leur pouvoir infectieux ; 
pour le chat (20 chats inoculés par la méthode de Meleney et 
Frye) alors que les mémes souches soumises & un enkystement 
cyclique des amibes, conservaient sans modification leur taux 
infectieux et leur pouvoir pathogéne. L’ exemple le plus typique 
que nous donnions de ces faits était celui de la souche Dobell 
D. K. B. qui soumise 4 un enkystement cyclique, conservait depuis 
plus de douze ans un taux infectieux et un pouvoir pathogene 
pour le chat invariables. Nous avons depuis établi, pour une 
souche d’amibes d’origine marocaine N. K. D. comportant comme 
toute souche d’amibes dysentériques, des protozoaires et des 
bactéries associées, que la conservation du pouvoir infectieux, 
relevait de l’amibe et non de la flore bactérienne associée (2). 

Nous apportons aujourd’hui des données nouvelles sur les rela- 
tions existant entre l’enkystement et la conservation du taux 
infectieux et du pouvoir pathogéne d’une souche d’amibes Dobell 
D. K. D. dont le taux infectieux et le pouvoir pathogéne ont été— 
établis et suivis d’une facon précise par C. Dobell, H. Meleney 
et W. Frye (8) et par nous-méme. 

En 1930, nous avons séparé de la souche D. K. B. cultivée sur 
le milieu & l’ceuf de Dobell, additionné périodiquement de traces — 
d’amidon de riz, facteur d’enkystement, un rameau D.K.B.1 ~ | 
cultivé sur le méme milieu sans addition d’amidon ; nous avons 
obtenu dans ces conditions par des repiquages appropriés, une | 
culture d’amibes dans laquelle les protozoaires se maintenaient 
perpétuellement a l'état végétatif. | 

En 1939, aprés trois ans “de culture du‘rameau D. K. B. 1 dans 2% 
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(1) R. Descnrens. Bull. Soc. Path. exot,, 193%. 30; 562: 
(2) R. Descurens. Bull. Soc. Path. exot., 1939, 32,- 923. 
(3) H. Muveney et W. Frye.-Am. J. Hyq:, 1939; 29: (section G),61- 
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les conditions relatées ci-dessus, le pouvoir pathogéne pour le 
chat de ce rameau et de la souche initiale D. K. B. ont été étu- 
diés. Il convient de noter qu’en 1936 et 1939, le taux infectieux 
pour le chat de la souche D. K. B. était de 75 a 83 p. 100 (20 chats 


inoculés suivant la méthode de Meleney et Frye par épreuve) 


suivant les séries d’inoculation (3 séries). 

La technique d’inoculation utilisée dans nos recherches est celle 
que nous avons déja décrite (4) antérieurement et que nous utili- 
sons habituellement ; elle comporte en particulier l’injection aprés 
laparotomie, d’une quantité constante de matériel infectieux dans 
Vintestin gréle d’animaux de poids voisins, le chiffre des animaux 
éprouvé étant de 20 au moins par expérience suivant le test -de 


_E. Meleney et W. Frye. 


Voici les résultats que nous avons obtenu : 

Rameau D. K. B.1. — Entre le 12 mai et le 15 juin 1939, 
20 chatons de 600 & 900 grammes ont été inoculés par la voie 
intestinale haute aprés laparotomie avec 1 cent. cube de sédiment 
de cultures d’amibes de deux A trois jours (50.000 amibes environ 
par inoculat) du rameau D. K. B. 1 ; un de ces animaux a présenté 
une dysenterie amibienne, soit un taux infectieux de 5 p. 100. 
Entre le 15 juin et Je 15 juillet 1939, 20 chatons ont été inoculés 
dans les mémes conditions et aucun d’entre eux _ne s’est infesté, 
soit un taux infectieux de moins de 5 p. 100. 

Souche initiale D. K. B. — Entre le 9 mai et le 17 juillet 1939, 
20 chatons de 500 4 1.000 grammes, ont été inoculés avec 1 cent. 
cube de sédiment de cultures d’amibes de deux a trois jours 
(50.000 amibes par inoculat) de la souche initiale D. K. B.; 16, 
soit 80 p. 100 d’entre eux, ont présenté une dysenterie ou une 


‘colite amibiennes. 


Tl ressort de Vensemble de ces données que les amibes du 
rameau D. K. B. 1, non soumises 4 l’enkystement cyclique ont 
vu apres trois ans leur taux infectieux se réduire de 75-83 p. 100 
45 p. 100 (1 p. 20), alors que les amibes de la souche D. K. B., 
qui s’enkystaient périodiquement ont conservé leur pouvoir infec- 
tieux 4 un taux de 80 p. 100. 

L’analyse des conditions de culture de la souche D. K. B. et du 
rameau D. K.B.1 fait apparaitre les différences suivantes 
1° la souche d’amibes D. K. B. a été soumise a des alternances 
de température cycliques comportant dix jours de conservation 
a 87° sous la forme végétative, deux jours de conservation a 20° 
au moment de l’enkystement des amibes et trente jours de conser- 
vation 4 4° des kystes lavés ; 2° cette méme souche a été addi- 
tionnée a un mois et demi d’intervalle environ, de traces d’amidon 
de riz stérilisé pour obtenir l’enkystement des amibes. Le rameau 
D. K. B. 1 au contraire n’a pas été soumis a ces actions. 


(4) R. Descniens. Ces Annales, 1938, 64, 5. 
~ Annales de l'Institut Pasteur, t. 67, n° 6, 1941. 33 
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Les alternances de température auxquelles ont été assujetties les — 


amibes de la souche D. K. B., appliquées aux amibes non enkys- 
tées du rameau D. K. B. 1 sont-elles capables seules de modifier 
le pouvoir pathogéne pour le chat des amibes de ce rameau ? 
L’expérience montre que non : des amibes végétatives conservées 
sur milieu a l’ceuf de Dobell a “4° meurent en effet, en dix a vingt 
jours ; pour que les amibes d’une souche supportent les variations 
physico-chimiques relatées ci-dessus, elles doivent étre enkystées. 

L’addition d’amidon de riz a elle seule ne représente pas davan- 
tage un facteur de conservation du taux infectieux d’une souche, 
car nous avons indiqué que des amibes cultivées a l'état végétatif 
sur des milieux comportant une quantité abondante d° amidon de 
riz stérilisé, voyaient leur taux infectieux et leur pouvoir pathor 
géne se réduire aprés quelques mois. 

Nous avons vérifié dans nos recherches, confirmant en cela les 
constatations de H. Meleney et W. Frye, que lorsque les chats 
s’infectent aprés avoir été inoculés avec une souche déterminée ils 
offrent une dysenterie amibienne dont la gravité est en rapport 
avec la souche utilisée.; cet indice pathologique (Pathogenic index 
de M. et F.) exprimé par le rapport entre la classe de gravité des 
lésions et la durée d’évolution, varie peu en fonction de Venkys- 
tement ou du non enkystement des cultures ; au contraire la fré- 
quence de l’infestation chez les animaux inoculés c’est-a-dire le 
taux infectieux, varie ou reste fixe en fonction du temps suivant 
que les cultures sont conservées a l'état végétatif, ou soumises 


a lenkystement ; aussi avons-nous choisi comme test de la valeur 


pathogéne d’une souche d’amibes son taux infectieux pour le chat. 
Les travaux récents de~M. et F. sur la conservation du pouvoir 


pathogéne en culiure de 7 souches d’amibes dysentériques, entre-_ 


tenues en culture pendant deux a six ans, n’infirment pas les. 


résultats que nous avons observés : dans 5 cas sur 7, en effet, le 


taux infeclieux des souches étudiées par ces auteurs s’est 
abaissé de plus de 50 p. 100. La souche D. K. B. en particulier 
éprouvée par M. et F. aprés deux ans de culture a l’état végétatif 
a vu fléchir son taux infectieux de 72,7 p. 100 a 30 p. 100. 

Il ressort de nos recherches portant sur les 2 souches d’amibes 
dysentériques N. K. D. et D. K. B., que les conditions de l’enkys- 
tement cyclique des amibes et de la conservation des kystes formés 
peuvent assurer la conservation du pouvoir pathogéne des para- 
sites A un taux infectieux donné. Cette constatation ne saurait 


surprendre, lVenkystement obtenu  artificiellement en culture ~ 


permettant de réaliser des alternances de phases végétatives et 


enkystées des amibes se rapprochant de leur évolution naturelle. — 


(Institut Pasteur, 
Groupe des Services de Parasitologie.) 
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ETUDE SUR LA LONGEVITE Ee 
DES BACTERIES ANAEROBIES NON SPORULEES — 


—— 
oe 


par A.-R. PREVOT. 


Les putienion anaérobies non sporulées sont généralement— 
considérées par les classiques comme ayant une vie trés bréve : 
huit jours pour Rist. [ragilis,- quinze jours pour les Veillonella, 
trois semaines 4 un mois pour Ramibact. ramosum, un a trois mois 
pour les streptocoques anaérobies. Rares sont les espéces dont la 
longévité est fixée 4 plus de six mois. Or1’ étude de ce caractére, 
-entreprise en 1922 et portant ainsi actuellement sur une période 
de dix-neuf années et sur plusieurs centaines de souches, m’a 
permis ad observer des faits apporlant un jour nouveau sur cette 
question. Ainsi sur 16 souches de Ramibact. ramosum isolées de 
1922 a 1927, 13 n’ont pas vécu plus de six mois, mais, par contre, 
3 ont survécu quatorze ans en ne scellés dans le vide et 
-conservés a l’abri de la lumieére, a température ordinaire, sans 
repiquage. Dans les mémes conditions, jai pu conserver seize ans 
~ Vunique souche de Ramibacterium- pseudo- -ramosum que j’al pu 
isoler (alors que R. ramosoides n’a survécu que deux ans) ; 
- onze ans 1 souche de Propionibacterium pentosaceum ; quatorze 
-ans 11 souches de Fusiformis biacutus sur plus de 20 isolées ; 
quatre ans toutes mes souches de Fusocillus girans ; treize ans’ 
1 souche de Ristella insolita ; treize & quinze ans les 3 souches 
de Ristella clostridiiformis que. j’ai isolées ; quatorze ans 1 souche- 
de Staphylococcus anaerobius ; neuf ans’ 2 souches de Staphylo- 
coceus aerogenes ; huit ans 1 souche de Diplococcus magnus; _ 
dix-huit ans 1 souche de Streptococcus putridus (sur plus de 
20 isolées), neuf ans 1 souche de Streptococcus foetidus (sur~ 
25 isolées). Par contre, toutes mes souches de Diplococcus constel- 
latus, de Streptococcus intermedius, de Streptococcus micros, de 
Veillonella, de Spherophorus n. "ont pas. pu étre gardées plus d'un 
a deux ans, et la plupart de mes autres souches n’ont vécu que 
: quelques mois ou mémes quelques semaines. 

_ Ces faits appellent: quelques bo ee et provoquent une 
hypothése. A 
pee ore sl ‘les phe rations anciennes des Slaaeiques assignaient 
£/Tesilsss 
hice qu'un ae peut neabae! de oeues de iste espéce, 
, pendant un temps trop bref ; 2° leurs méthodes de conser- 
étaient netlement défectueuses Ss, en particulier le vide qu’ils 
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provoquaient dans leurs tubes, trop peu poussé. Nous employons 
actuellement des pompes a vide au 1/10 mm. de Hg. La nature du 
milieu joue également un grand réle dans la longévité dune 
souche. Ainsi les cultures en bouillon Martin ne vivent pas long- 
temps. Par contre, les cultures en bouillon VF glucosé a 2 p. 1.000 
ou en bouillon VF non glucosé, mais additionné d’un cube de 
blane d’ceuf coagulé ont donné les meilleurs résultats. Toutes nos 
observations sur la longévité des anaérobies ont été faites sur des 
cultures en bouillon VF glucosé a 2 p. 1.000, qui nous semble ¢tre 
actuellement le meilleur milieu de conservation pour les anaérobies. 

A signaler que les bouillons additionnés d’extrait de viande de 
Liebig sont impropres & la conservation des anaérobies et que 
toutes les souches qui ont séjourné quelques semaines dans' ce 
milieu sont mortes. 

Ensuite, il faut insister sur le fait que, pour une espéce donnée, 
la longévité est trés grande pour certaines souches et trés petite 
pour d’autres, fait qui est & rapprocher de ce qu’on observe 
dans le monde animal ou végétal : pour une espéce donnée, il y a 
des individus ou des lignées a vie bréve et d’autres a vie longue. 
Ainsi certains étres humains ne vivent que quelques heures et 
d’autres dépassent le siécle, et on a des lignées humaines oti la 
moyenne des individus meurent jeunes, et d’autres, ol la moyenne 
vit trés longtemps. 

Enfin, une hypothése de travail est A envisager : pour les bac- 
téries sporulées, la longévité est en général indéfinie (sauf certaines 


espéces comme Welchia perfringens par exemple, qui ne vivent— 


guére plus d’un an). Dans le cas des anaérobies sporulés, la longé- 
vité est incontestablement liée a |’existence de la spore, car dans 
les milieux ot la spore n’apparait pas, l’espéce considérée ne vit 
pas longtemps (c’est d’ailleurs le cas de W. perfringens dont la 
spore apparait rarement dans les milieux de culture). D’autre part, 
on sait qu’en régle générale la forme végétative n’a pas de longé- 


vité marquée. Quel est done lorganite bactérien qui assure la 


longévité des especes non sporulées ? 

Quand on examine au microscope, a l'état frais, une culture 
bactérienne non repiquée depuis dix 4 quinze ans, on ne voit plus 
en général de formes végétatives. On voit, difficilement d’ailleurs, 
des débris de corps microbiens, qui, aprés étalement, dessiccation 
et fixation, ne prennent presque plus les colorants habituels. 
A lultramicroscope, par contre, on remarque un nombre plus ou 


moins grand et parfois considérable de trés petits corpuscules — 


brillants, & la limite de la_ visibilité, animés de mouvements 


browniens extrémement vifs qui, aprés étalement et fixation, se 


colorent encore fortement en violet s’il s’agit d’espéces Gram- 
positives, en rouge sil s’agit d’espéces Gram-négatives et si la 
coloration de contraste est le Ziehl dilué. L’hypothése la plus 
naturelle qui vient a l’esprit est que ces corpuscules trés petits 
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sont le substratum de Ja longévité ; ce sont eux peut-étre aussi qui : 
passent a travers les bougies de porcelaine dont les pores ne sont , 
pas trop serrés : L, ou L,. En tout cas, il y a certainement un i 
rapport entre les granules et la reprise des germes, car dans les 
sédiments ot ils sont abondants, la reprise du microbe se fait 
en quelques heures et dans les sédiments ot ils sont rares, la 
reprise du germe exige un délai plus long, deux a trois jours, , 
quelquefois plusieurs semaines et méme plusieurs mois. Disons 
pour finir que ces corpuscules ne sont aucunement thermorésistants 
el meurent 4 55°, ce qui les distingue indubitablement de la spore. 
Conclusion : 1° La longévilé des anaérobies non sporulés varie — ee 
considérablement d’une souche a l’autre pour une espéce donnée. r 
Il ne faut done pas attacher une valeur absolue en tant que carac- 
_ tére diagnostique aux durées de longévité assignées aux espéces par 
les classiques. 2° Les méthodes modernes de culture (bouillon VF 
glucosé, vide trés poussé, conservation dans |’obscurité absolue) 
ont augmenté la durée de conservation des souches. 3° Les 
organites qui assurent la longévité des anaérobies non -sporulés 
seraient les corpuscules réfringents minuscules, colorables par le 
violet de gentiane phéniqué ou la fuchsine de Zieh] diluée, non 
thermorésistants, qui persistent dans les sédiments microbiens des . 
cultures Agées, longtemps aprés la dislocation et la disparition % 
_ totale des formes végétatives. 


(Institut Pasteur. Service des Anaérobies.) 


RECHERCHES BIOCHIMIQUES COMPAREES Los 
SUR CL. BIFERMENTANS, CL. SORDELLII 
ET CL. AEROFGTIDUM 


par A.-R. PREVOT et P. CORDIER. eee 


‘Les travaux de Clark et Hall [1937] (1) ont établi qu’il existe ee. 
une certaine parenté entre Cl. bifermentans et Cl. sordellu en Fete 
dehors de leur grande ressemblance morphologique et physio- 

logique. En effet ces auteurs ont mis en évidence une agglutination pees 
croisée, faible il est vrai, et un certain degré d’immunité passive 
conférée au cobaye par le sérum de lapin anti-bifermentans, 
vis-a-vis de faibles doses de toxine de Cl. sordellii (5 a 10 


(1) Crar« et Hatt. Proc. 38 Ann. Meet. Soc. Am. Bact. J. Bact., 1937, 
23, 33. j 


du 1/50.000 de centimétre cube venant donc juste aprés celles du 


travail nous avons cherché si la détermination du type fermen. 


_titue par cela méme la souche historique ; « St » jisolée en 
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ree 
D.M.M.). Né ‘anmoins, Clark et Hall concluent que Pabsence de 
pouvoir pathogéne de Cl. bifermentans et le haut pouvoir patho- 
gene de Cl. sordellii plaident en faveur de l’autonomie de ce 
dernier. En 1988, S. Stewart (2) a repris la question et conslaté 
que le sérum de lapin immunisé contre les souches de Cl. bifer- 
mentans protege la souris contre 2 4 5 D.M.M. de toxine 
sordellii. Elle en conclut que les deux espéces sont identiques et 
propose pour elles le nom unique de Cl. bifermentans qui a la 
priorité. Cette fagon de voir a été suivie par R. Lillie en 
1938 (8), et adoptée par Breed, Murray et Hitchens dans la 
5° édition du Bergey’s Manuel of Determinative Bacteriology, qui 
réunissent les deux espéces sous le nom de Cl. bifermentans, se 
bornant 4 mentionner que les souches toxiques de bifermentans 
ont été appelées transitoirement Cl. sordellit. 

Ces faits sont graves. Il ne s'agit pas seulement ici de la spolia- 
tion dune espéce regardée jusqu’ icl comme parfaitement 
autonome, eu égard a son pouvoir pathogéne si spécial et si 
marqué (la toxine de Cl. sordellii est en effet la troisiéme dans 
Vordre décroissant de toxicité puisque sa D. M. M. est de ordre 


Cl.. botulinum (ordre du 1/1.000.000 de centimétre cube) et du 
Pl. tetani (ordre du 1/200.000 de centimétre cube). ng 

C’est donc tout le probléme de l’espéce bactérienné qui est remis | 
en question, puisque les auteurs américains (et ces faits sont a 
rapprocher de ceux mis en. Jumiére par Drack, | Dragstedt, 
Johnson, etc., qui ont identifié les espéeces funduliformis et necro- | 
phorus que nous considérons comme différentes bien que parentes) — 
tendent 4 considérer comme identiques des groupes de souches 
dont les unes ne sont ni pathogénes, ni toxiques, avec des groupes 
de souches hautement- pathogénes et toxigénes. of 

Aussi considérons-nous que de nouvelles recherches doivent 
étre reprises pour éclairer ce grave probléme, et dans le prése 


taire de ces espéces pouvait apporter un fait nouveau dans la 
question. Nous avons, de plus, jugé logique de _rapprocher des 
espéces bifermentans- sordellii Yespéce aerofoetidum qui, a notre 
avis, en est morphologiquement et physiologique ment tres voisine. 


de bifermentans eG comme ies plus tvpiques parmi ‘Tes 9 dex a 
notre collection. Ce sont les souches : « T-M », qui nous: a été 


Es 


donnée il y a dix-huit ans par notre collégue Tissier et qui cons- oS 


1940 se la moelle _osseuse ges mouton mort. Pune infe 


(2) S, Stewart. J. Bact., 1938, 35, 13. 
(3) R. Litre. Publ. Health. Rep., 1938, 53, 113. 


~ Staub ; a 221 » isolée en 1927 d’une ce ee aigué ; « Ch » 
aa isolée en février 19389 de jambons avariés. Aucune de ces souches 
-n’a montré le moindre pouvoir pathogéne ni toxigéne, elles sont 
de plus du méme type antigénique. 

L’unique souche de Cl. sordellii que nous avons pu étudier 
est la souche 82 qui nous a été donnée par Sordelli et constitue 
ainsi la souche historique. Les 2 souches de Cl. aerofoelidum que 
nous avons étudiées sont Ja souche historique « W-S », conservée — 
a l'Institut Pasteur depuis sa découverte, et la souche « 99 » 

e ssllis en 1924 d’une appendicite aigué. Toutes deux ont été — 
pathogénes, mais toutes deux ont- perdu leur pouvoir pathogéne. 

Nous avons résumé dans le tableau suivant les résultats de nos 
investigations : ; 


ae 


ESPECES . _ 


Cl. 


sordellit | Cl aero/wtidum 


Cl. bifermentans 


: oe SRE tb sel pea j ioe : Op | , 99 


Soa. eas 
| NH3 (pour 100 cent. | 
|. cubes de culture) . 
aes volatiles .. 


++ 


0,0034 
Traces. 
0 


oe 0612 0, 0442 


Traces. 


| + 
Feri le cm wire ay I) Sp \ = f +4 


t 


Acétylmétylcarbinol . 
idité volatile pour 
i ag gent, cubes dey 


Se. Neneh Gay artaie? O's ce a” 6! 


We ek ae 


es sane terminaux te la feed du bouillon VF " 

ucosé 4 1 p. 100 sont les mémes pour les eepeces bifermentans 
sordelli soit : SH,, NH,, amines volatiles, 'éthanol, aldéhyde, 

, indol, cides eine ee valérianique et lactique — 
_ petite quantité seulement 
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puisqu’elle donne SH,, NH,, amines volatiles, aldéhyde, cétone, ; 
acides acétique, butyrique, valérianique et lactique. Le seul corps 
que Cl. aerofoetidum ne produit pas est Véthanol, tout au moins 
dans nos conditions d’expérience. i 

Ces trois espéces sont donc nettement tres prociies parentes 
puisqu’ a leurs similitudes _morphologiques et physiologiques 
s’ajoute leur similitude biochimique ; et ceci justifie leur rappro- i 
chement dans le méme sous-genre, proposé par l'un de nous en : 
1940 (4) ov elles figurent l'une a coté de l'autre. Mais a notre avis, 
toutes ces similitudes ne justifient aucunement Jl identification 
de Cl. sordellii a Cl. bifermentans, proposée par les auteurs 
américains et nous devons considérer, jusqu’é plus ample informé 
lespéce Cl. sordellii comme. parfaitement autonome. Cette auto- 
nomie se justifie par quatre faits capitaux : 2 

1° Cl. bifermentans n’est jamais pathogéne en culture pure et 3 
jamais toxigéne méme en association, alors que Cl. sordellii est é 
hautement pathogéne et toxigéne en culture pure (on ne peut 
exciper de la perte d'un pouvoir pathogéne de Cl. sordelli qui se 
transformerait ainsi en Cl. bifermentans puisque toutes les souches 
connues de Cl. sordellii ont conservé intégralement depuis quinze 
ans leur haut pouvoir pathogéne). De plus Cl. sordellit est hémo- 
lytique alors que Cl. bifermentans ne lest pas. 

2° L’odeur des deux espéces est nettement différente. Dans les 
mémes conditions de cultures, Cl. bifermentans a une odeur de 
fromage fermenté trés avancé ‘alors que Cl. sordellii a une odeur — 
nettement fécaloide, une des plus nauséabonde connue. 

3° Le pouvoir protéolytique de Cl. sordellii est nettement plus 
élevé que celui de Cl. bifermentans. 

4° Le pouvoir glucidolytique de Cl. sordellii est plus restreint 
que celui de Cl. bifermentans, en particulier le premier n’attaque 
ni le glycérol ni le sorbitol, alors que le second les fait fermenter. 
Le fait qu'il existe un antigéne commun entre les deux espéces 
nest pas une preuve formelle d’identité, puisqu’on connait main- 
tenant de nombreux cas ou un antigéne est commun a des espéces 
trés différentes. 

En résumé, les espéces bifermentans, sordellii et aerofoetidum 
sont trés voisines, et appartiennent en particulier au méme type 
fermentaire acéto-butyro-valéro-lactique. Mais il existe par 
ailleurs suffisamment de différences entre elles pour continuer 8 
les considérer comme autonomes. 


still / tay ning Mibeeaae ce ABLE 


ae ee en enya ee 


(Institut Pasteur. Service des Anaérobies.) 


(4) A.-R. Privor. Manuel de Classification des Anaérobies. 1 vol. Masson, 
édit., Paris, 1940, 132-133. 


a 
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DETERMINATION DE LA TAILLE DU VIRUS VACCINAL 
PAR L’ULTRACENTRIFUGATION 
ET LE MICROSCOPE A FLUORESCENCE 


par P. LEPINE, Jean C. LEVADITI et J. GIUNTINI. 


L’invisibilité des ultravirus impose ordinairement, dans les expé- 
riences comportant des déterminations de taille (ultracentrifugation 
ou ultrafiltration), un titrage sur l’animal, avec le facteur d’impreé- 
cision inhérent, pour des raisons pratiques ou plysrologiaues, 
a-ce mode d’essai biologique. 

Nous avons essayé, profitant de la possibilité donnée par le 
microscope a fluorescence (Hagemann) de numération des 
corpuscules élémentaires vaccinaux, de mesurer la taille de ces 
derniers par l’ultracentrifugation sans recourir a |’inoculation a 
Vanimal. 

Des suspensions de virus vaccinal sont préparées a partir ae 
membranes allantoides d’ceuf de poule traitées selon la méthode 
de Smadel et Wall (1) et le nombre des corpuscules élémentaires 
y est déterminé au microscope a fluorescence avec la cellule 
spéciale en suivant la technique de C. Levaditi et collaborateurs (2). 

Nous considérons comme négligeable la présence de corpuscules 
« normaux » qui accompagnent le virus jennérien et qui, s’ils en 
sont morphologiquement et immunologiquement différents. (2), 
ne peuvent étre distingués en lumiére de Wood des corpuscules 
virulents [J. Levaditi et J. Giuntini (8)}. En effet, les différences 
notées par C.-Levaditi (4) dans la vitesse de sédimentation entre 
ces corpuscules et le virus vaccinal étant de l’ordre de grandeur 
de l’erreur-type de la méthode, elles sont pratiquement sans 
influence sur les résultats. 

Les suspensions sont alors ultracentrifugées dans l’appareil pré- 
cédemment décrit [P. Lépine (5)] et de nouvelles numérations 
pratiquées sur-des échantillons prélevés dans des conditions. 
déterminées. 


(1) J. Smaper-et M. J. Wau. J. exp. Med., 1937, 66, 328. 

(2) C. Levaprtr et collaborateurs. Ces Annales, 1940, 64, 359 et 466 
(3) J. Levapit1 et J. Grontint. C. R. Soc. Biol., 1940, 134, 375. 

(4) C. Levanit1. C. R. Soc. Biol., 1939, 430, 1180. 

(5) P. Lepine. Ass. Mier. L. France. Ces Annales, 1941, 67, 380. - 
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Les formules applicables au calcul par la seuirihueaion ae 6m 
dimensions des particules sont, sauf l’une de celles de Me Intosh 
et Selbie (6), dérivées de la loi de Stokes [Bechhold ete Schle-s 
singer (7)] adaptée aux condilions particuliéres & chaque expéri- 
mentateur [Schlesinger (8) : apareil Sharples ; Elford (9) : centri- 
fuge Ecco et méthode du « capillaire inversé »]. Le dispositif 
de Mc Intosh et Selbie étant celui qui présentait le plus d’analogie — 
avec le ndtre, nous avons employé, non pas la formule empirique : 
de ces auteurs dont les résultats n’ont pas cadré avec nos données, 
mais celle qu’ils ont obtenue en combinant leur mode de caleul 
avec la formule d’Elford (cette derniére étant mal appieae a 
notre centrifuge). OM 

Nous obtenons ainsi la pore Suivante pour une “particule 
supposée sphérique : : 


7) 4 
eaten x 7 log 


dans laquelle d est le diamétre en my, de la particule, y la 
viscosité du milieu (solution tampon a pH] 7,2), op la densité de-— 
la particule (nous avons adopté la valeur 1,3 comme étant la plus 
probable), ¢m la densité du milieu, N la vitesse (nombre de tours 
de Vultracentrifuge, ¢ la durée de la centrifugation, et enfin Rl. 
distance moyenne des particules: 4 Paxe de rotation. - 
Si r, est la distance du ménisque de la cellule de ee v 
l’axe de rotation avant le prélévément d’une hauteur h de liquide 
et r, la distance du ménisque a l’axe aprés ce prélévement, on a 


> 


+ 1 
is 


Q 


‘0 


2] 


Les dimensions de notre appareil oat été calculées i ee que 
pour un prélévement de h = 5 millimétres -on ait R = 
volume prélevé, pour l’ensemble des trois cellules, est oe : 
a 0,12 cc. suivant le diamétre de celles-ci. Pour ue numération 
ce volume est dilué dix fois dans la solution tampon a pH 7,2 av 
la seringue au 1/100 de centimétre cube qui sert aux prélev 
Voici résumées Jes deux séries d’essais que nous avons pra 
liqués dans des conditions différentes (voir page suivante) :— 
Nos deux séries d’expériences donnent donc, pour le virus de 
vaccine, une taille moyenne de 179,4 et 178, 8, soit une 
générale de 179,1 mu. 
D’aprés les mémes expériences, aes tailles extremes se 


(7) H. Becuuorp et M. Scutesincer. Biochem. Zeitschr., 1931 
(8) M. Scuresincer. Zeitschr. Hyg. u. Infektionskr., 1932, AM, ak 
(9) W. J. Etrorv. Brit. J. exp. Path., 1. Avs 309. ee 
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Premiére série. Eléments variables. 


t R 1 C, 
(minutes) N (centimétre) Cy Ce 1 log G d (mp) 
8. 35.600 14 63.10? | 39 10° 0,34283 | 297,8 
4, 34.750 4 63.407 140.408 0,18949 LSet 
D. 32 750 eet 63.407 24,5 .10% 0, 28203 224,41 
10.0 4 es 49-000 4 32.95.40" 4,92.10° | 0,22285 1395 a 
5 Sim esetian 39.000 0,9 ; 32.5 107 | 25.408 007426 106,8 
Xd 89741 
Moyenne : == = 479,4 my. 


- Deuxiéme série. Eléments constants. 
Dans tous les essais : N= 32.600 Reel Giger 


4 Cy 


= beer ene Ct 2 ; 108 Ci d (mp) 
3 1 ts REIN SAC a Pig eee tee Oeeres le 0, 24332 2197.3 
Beer ee oe 476407 048695 192.9 
et eps 1 et 3.3107 0.15694 176,41 

i A a i eae a a 3.32.10? 0.42782 459 
Bee wae eta een ra Sarto 304.107 0,10970- 447,3 


* 227,8 et 219,38, moyenne 223,5 my pour la maxima, et de 106,8 
et 147,3 moyenne 127 my, pour la minima. 

‘Tl ne faut toutefois accorder a ces derniers chiffres qu’une valeur 
relative. En réalité, la marge de taille du virus est plus étroite que 
ces résultats ne le laissent supposer. En effet, d’une part, pour les 

- durées de centrifugation inférieures a cinq minutes, il convien- 
drait, pour plus de précision, d’introduire une correction tenant 
- compte des temps d’accélération et d’arrét non compris dans les 
--ealculs, l’absence de cette correction donnant des valeurs trop 

grandes ; d’autre part, pour les durées de centrifugation de dix 
- minutes et au dela, les valeurs sensiblement asymptotes de la 

réduction de C; indiquent que l’on est proche de l’équilibre de 
_ sédimentation des plus petites particules visibles, et les chiffres 
 obtenus sont affectés d’une erreur par défaut qui croit avec le 
% temps. Nous avons considéré, et un calcul sommaire vérifie que, 
dans nos conditions d’expérience, les deux causes d’erreur en deca 
4 - et au dela, s’annulaient pratiquement, ce qui laisse sa valeur a la 
~ moyenne générale, mais tend 4 écarter les extrémes. 


A GB’ Sue 
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Rappelons les chiffres trouvés par d’aulres auteurs : Centrifu- 
gation : 180-170 my [Elford et Andrewes (10)]; 240-103 my ~ 3} 
{Me Intosh et Sel bie (11)]. Filtration : 175-125 my [Elford et i 
Andrewes (12)], 160-140 my [Levaditi, Paic et Krasnoff (18) ]. 

Conclusion : Nos essais, pratiqués sans inoculation a l’animal, 
altribuent au virus vaccinal un diamétre particulaire moyen de 4 
179 mu, avec des tailles extrémes possibles de 223 et 127 mu. 


(Institut Pasteur.) ; 

4 

ETUDE DU VIRUS + 

DE LA LYMPHOGRANULOMATOSE INGUINALE ¥ 
(MALADIE DE NICOLAS ET FAVRE) 4 

AU MOYEN DE L'ULTRACENTRIFUGATION ; 

4 

par P. LEPINE, J. GIUNTINI et Jean C. LEVADITI. . % 

. 4 

Avec le méme appareillage et la méme technique que ceux — : 
décrits dans la note précédente (1), nous avons cherché a déterminer — 
la taille du virus de la lymphogranulomatose inguinale. ee: 
Le probleme est théoriquement le méme que pour la vaccine, 
mais on se heurte & une difficulté pratique : elle tient Ala nature 


as 


méme des corpuscules qui, moins encore que ceux de la vaccine, 
présentent, examinés au microscope a fluorescence, un aspect ou 
une luminescence qui les différencie des autres particules. 2 

Des poumons hépatisés de souris infectée par voie respiratoire — ; 
avec la souche Kam... servaient a préparer des corps élémentaires 
suivant une technique analogue a celle utilisée pour la vaccine, 
a Vexception de l’emploi de la trypsine, qui, d’aprés nos essais 
détruit le virus (2). Il en résulte des suspensions trés virulentes, 
mais fortement polydispersées, ou il est impossible, soit en 
lumiére de Wood, soit avec la coloration de Morosow, de distin- 
guer ce qui est le virus des autres particules provenant ee tissus 
broyés. 


mp 
sits 


(10) W. J. ELtrorp et C. H. Anprewes. Brit. J. exp. Path.~1936, 417, 422 

(11) J. Mc Inrosn et F. R. Sersm. Brit. J. exp. Path.,-1937, 48, 166. 

(12) W. J. Errorp et C H. Anprewes. Brit. J. exp. Path:. 1932, 13, 36. 

(13) C. Levapir1, Paic et Krasnorr. C. R. Soc. Biol., 1936, 122, 526. 

(1) P. Leérme, J. Levapirr et J. Gruntint. Ces Annales, 1941, 67, 477. rs 

(2) Nous avons employé une trypsine commerciale et il n’est pas impossible ae 
que cette destruction du virus.soit due a des impuretés. e 
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Nos expériences ont porté sur 5 séries d’essais, dont les résultats 
ont été concordants. Voici par exemple une des séries. 

Essai du 20 octobre : C, de la suspension : 1,1.10° particules ; 
vitesse N = 34.600 pour tous les essais ; résultats : 


4 Lg d THEORIQUE 
(minutes) Ci t log CG (my) QUE VIRULENCE 

ee A re tae See Seo 008 0,10570 136,2 coe 

Oa a Wea oye te 0,08705 123 6 ++. 

pie ee Rapa 23.408 008496 1224 0 

Se eee, 244.408 0, 08263 120,5 0 
VORA S tog Pte hor8 Feck ae 2,41 408 0,05993 (102, 6) 0) 
MO retest edna he 240s 0, 04408 (87,9) 0 
1 aye al > 2 2,4.108 003673 (80,3) 0 


Ces chiffrent appellent plusieurs remarques. 
1° Ii semblerait 4 premiére vue que l’on recueille des particules 
de plus en plus petites selon les durées de centrifugation (fig. 1, 


Corpuscules 
virulents 


/00 


Diametre des particules en Mp 


8 


Gua GleGse PS ais 25 


Temps oe centrifugation en minutes 


° O20 FO: 60 


Pourcentage des particules 


Fic. 1. — Courbe A, taille des corps élémentaires virulents. Courbe B, taille 
théorique et répartition statistique des diverses particules dans une suspen- 
sion de virus lymphogranulomateux. 


courbe A). Il n’en est rien. On voit par les chiffres de numération 
que, partie d’une concentration C, de plus de 1 milliard de parti- 
cules, la suspension s’abaisse en huit minutes 4 une concentration 
~ qui demeure constante et qui est en moyenne de 230 millions. Cette 


. way My See a Nat eae <i Co ged, 
‘2 aS ist a 
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: concentration représente pour le champ centrifuge Pir « soit 


13.300 g, I’équilibre de sédimentation des particules visibles 
restantes, dont le diamétre réel ne s’abaisse pas au-dessous de 
‘ 120 mp (3). 
2° Les inoculations du liquide contains a l’animal (souris, 
voie intracérébrale) montrent, sans qu’il soit nécessaire de recourir 
a aucun titrage, que seuls les liquides centrifugés trois a six 
minutes sont virulents; ceux de huit minutes, en équilibre de 
sédimentation, sont avirulents. Il en résulte que le virus lympho- 
granulomateux posséde une taille qui, d’aprés ensemble de nos — 
essais, est au minimum de 124 my. . ae 
3° A partir du moment ot le liquide prélevé cesse d’étre viru- 
lent (huit minutes), il faut considérer que les particules restantes sont 
composées d’éléments étrangers non virulents et que leur nombre, 
soit 2,3.10°, est 4 retrancher “des suspensions virulentes et de la sus- 
pension originelle, qui devient ainsi C, = 8,7.10%. Cette correction 
permet de calculer le diamétre des particules certainement viru-  — 
lentes, et celui-ci demeure sensiblement constant, quelle que soit — 
la durée de centrifugation (fig. 1, courbe B) : od 


t 4 We  d pien 
¥ (minutes) Ce ‘t log & (my) 
‘ SAN agen eh EE fe SOS 0.45443 “464 ,8° 
oe . Bean RL a ny . 4.408, 0,48658 165,8° 
ais 4° La taille du virus lymphogranulomateux Arnie don 


comme étant en majeure partie voisine de 165 my, avec un min 
mum possible de 124 my. Cette taille est en bon accord avec’les _ 
résultats trouvés par ‘Pultrafiliration. Les expériences de 
Miyagawa et de ses collaborateurs (4) comme celles de Broom et 
Findlay (5) ont attribué en effet A ce virus une taille de 175 
125 mbp.. Levaditi, Paic et Krasnoff (6) lui donnent une taille de 
140 4 100 my. : 

5° L’étude de la répartition statistique des paricules smenablaes oe 
montre que nos suspensions de « corps élémentaires lymphogra- 
nulomateux » contiennent environ 70 p. 100 de particules ayant 
la taille des éléments certainement virulents. ee 


ee Pasteur.) i oe 


(3) Cette valeur expérimentale est conforme aux données de- Poptique 
Le diamétre ee que donne le calcul pour des durées de centri 


une concentration devenue inanons La formule ne secbsnas aoa oe 
(4) Y. Mryacawa, T. Mitamura, H. Yaor, N. Isun et J. (DENSE ee 
exp. Med., 1935, 43, (ERE e 
(5) J. C. Broom et G. M. Finptay. Brit. J. exp. Fath., 1936, 47, 135 
(6) C. Levaprti, Paic et Krasnorr. C. R. Soe. Biol., 1936, aos, 1048. 
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PRESENTATION 


PRESENTATION DE PHOTOGRAPHIES D'ULTRAVIRUS 
AU MICROSCOPE ELECTRONIQUE 


Au cours de la séance, M. C. Levaditi projette, en les commen- 
tant, une série de photographies originales d’ultravirus et de 
bactériophages obtenues au moyen du microscope électronique 
par MM. von Borries et E. et H. Ruska dans le laboratoire 
d’hypermicroscopie de M. von Ardenne. 


PROCHAINES SEANCES’: 


Jeudi 4 décembre 1941 

Jeudi 8 janvier 1942 

Jeudi 5 février 1942 
Les séances ont lieu a 16 heures au Grand Amphithéatre de 
l'Institut Pasteur. 
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Preévor (A.-R.). 
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Cl. bifermentans, Cl. sordellii et Cl. aerofcetidum. 
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Le Gérant : G. Masson. 
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